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_ IL. Theorie eS 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie, CLXII. 1 


1. Messungen iiber O-Aufnahme und CO.,- ~Abgabe in ‘Tabaks- 


blattern ; 

a) Abbiingigkoit és 0. ‘niiteilann vom Ww ee 

b) Verlauf der O-Aufnahme und CO,-Abgabe in griinem, 
getrocknetem und fermentiertem Tabak . , 

c) Veriinderungen der Respiration wihrend des Trocken- 
hanges des Tabaks 

d) Beeinflussung der Atmung duneh Opeiie, Sublimat, 
Kisenchlorid, Nicotin, Methylenblau und Vuzin 

e) Nachweis, daB der OxydationsprozeB kein bakterieller 
Vorgang ist . 


. Temperaturerhéhung in Tibilicn, eneunaialili dareh die 


Atmung , , 

a) Versuche in —— Ta 

b) Gasstoffwechselversuche in gegen Wirme saclbiaioen Gee: 
gefaBen bei gleichzeitiger Beobachtung der Temperatur- 
schwankung unter aeroben und anaeroben Verhiltnissen 

Nachweis decarboxylierender Fermente . 





2 A. Fodor und A. Reifenberg, 


I, Einleitung. 


Untersuchungen iiber die Frage, ob der ProzeB der Tabak- 
fermentation ein bakterieller oder rein enzymatischer sei, werden 
schon seit mehreren Jahren gefiihrt. Wir miissen uns statt 
einer Wiedergabe der verschiedenen Anschauungen, von dene: 
jene von Suchsland (1891 und 1892), Behrens (1896), Koning 
(1900) u. a. den bakteriellen, wahrend insbesondere O. Loe 
(1899), ferner Jensen (1908) den nichtbakteriellen Standpunk 
vertreten, mit dem Hinweis auf die Inauguraldissertation von 
J.J. Schmidt!) begniigen, die einen vollstiindigen Literatur- 
nachweis enthilt. 

Vielfach wird angenommen, daf Pflanzen oder Pflanzen- 
teile beim natiirlichen Trocknen absterben. Mit Recht hel 
aber schon z. B. Grafe’) hervor, da8 man zwischen ,,abgetéteten‘ 
und ,abgestorbenen“ Pflanzen unterscheiden muB. Im ersteren 
Falle setzt nach Vernichtung der die Enzymarbeit regulieren- 
den Lebenskraft des Protoplasten die unkoordinierte Arbeit der 
Enzyme ein, in letzterem ist diese mit jener erloschen. Zu 
ibnlichen Resultaten kommt Palladin bei seinen Versucher 
der Abtétung pflanzlicher Organismen durch Abkiihlen au 
tiefe Temperaturen. Erst beim ,,Absterben“ gelangen also dic 
enzymatischen Prozesse zum Stillstand. Niedere Lebewesen 
wie Hefen kénnen Austrocknen nicht nur ertragen, sonderi, 
wenn man sie wieder in Lésung bringt, neues Leben mit allen 
seinen Faktoren wie Fortpflanzung usw., zeigen.®) 

In bezug auf die Selbsterhitzung getrockneter Pflanzen- 
teile, wie z. B. Heu, sind die Meinungen geteilt. Wahrend 
Miehe*) z. B. der Meinung ist, daB die Selbsterhitzung eine 
Wirkung von Bakterien ist (besonders Bacillus calfactor) und 





1) J.J. Schmidt, Inaug.-Diss. Koénigsberg 1923. 
*) V. Grafe, Ernahrungsphysiolog. Praktikum héherer Pflanzen 
(Berlin 1914). 


*) E, Abderhalden und A. Fodor, Fermentforschung, Bad. °. 
S. 138 (1921). 


‘) H. Miehe, Uber die Selbsterhitzung des Heues (Berlin 1911). 
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ihnlich schon frither Lemcke?) den Bacillus subtilis datiir 
verantwortlich machte, sind andere Forscher der Ansicht, daf 
dieser ProzeB mit Bakterien nichts zu tun hat. Boeckhout und 
0. de Vries’) betrachten die Selbsterhitzung des Heus ledig- 
lich als einen OxydationsprozeB, und ebenso stellt Tschirsch*) 
als Ursache der Entziindung von Heusticken enzymatische 
Reduktionsprozesse, die sich intracellular abspielen und zur 
Abspaltung fiihren, in den Vordergrund. 

Es liegt also Grund zu der Annahme vor, daB eine Aus- 
trocknung von losgelésten Pflanzenteilen noch keineswegs ein 
einzliches Einstellen aller Lebensfunktionen bedeuten mub. 

Beim ,,Abtéten“ werden vitale Fahigkeiten und Ferment- 
wirkungen, die man nicht in der Lage ist praparativ zu fixieren 
und zu fassen, und die deswegen dem nativen Protoplasma 
zuzuschreiben sind, in abgeschwiichter Intensitiit und in Form 
starker Verginglichkeit teilweise konserviert. Besonders be- 
zieht sich dies auf die Prozesse der Girung und Atmung. 
Wir kénnen also a priori erwarten, daf wir diese Prozesse in 
getrockneten Tabaksblittern auffinden werden, da sie nicht ,,ab- 
gestorben“, sondern nur ,,abgetotet sind. 


Il. Experimenteller Teil. *) 


A. Allgemeine Fermentwirkungen. 


Bevor wir nun im einzelnen auf die Prozesse der Atmung 
und Garung in Tabaksblittern eingehen, wollen wir kurz zu- 





') Lemeke, Schrift. Naturw. Vereins Kénigsberg Bd. 33, 8S. 122 
(1892). 

*) F. W. J. Boeckhout und O. de Vries, Zentr. Bakt., 2. Abt., 
1904, 1905, 1907, 1908, 1909, 1915. 

*) A. Tschirch, Mitteil. Naturf. Ges. Bern 1919. 

*) Die Kosten der zu dieser Arbeit gehérigen Versuche wurden 
zum gréBten Teil von der Abteilung fiir Handel und Industrie der Zioni- 
stischen Exekutive in Jerusalem getragen. Dem Leiter dieser Abteilung, 
Herrn Tisehby, danken wir an dieser Stelle fiir seine Bemiihungen und 
fiir sein reges Interesse an dieser Forschung. Die in den Versuchen ver- 
wendeten Tabakproben verdanken wir der Freundlichkeit des Herrn 


Krause, Direktor der landwirtschaftlichen Schule Mikveb Israel bei 
Jaffa, 


1* 


4 A. Fodor und A. Reifenberg, 


sammenfassen, was bis jetzt in bezug auf Fermentaktivititen 
in frischen und trocknen Tabaksblittern bekannt ist. 

Wir wollen darauf hinweisen, daB Loew neben der Wir- 
kung von Oxydasen und Peroxydasen und der Katalase, dic 
er ja im ‘T'abak entdeckt hat, auch schon ein diastatisches, 
ein proteolytisches Ferment und eine fermentative Spaltung 
des Nicotins durch Peroxydasen, wenn auch nur rein qualitatiy 
nachgewiesen hat. 

F. Traetta Mosca’) zeigte in emer 1913 erschienenen 
Arbeit, daB der Glycerinextrakt frischer Blatter neben Oxydasen, 
Peroxydasen und Katalase auch Invertin, Amylasen, Lipasen, 
EKmulsin und proteolytische Fermente enthalt. Da der vor 
diesem Verfasser untersuchte getrocknete Tabak keine Fermente 
enthielt, fiihrt er die Fermentation auf Mikroorganismen oder 
auf durch sie abgesonderte Fermente zuriick. 

Im Jahre 1925 veréffentlichten A. Fodor und A. Reifen- 
berg?) eine Arbeit, in der sie in Mazeraten von getrockneten 
und fermentierten Blattern eine fermentative Spaltung des 
Nicotins unter sterilen Bedingungen (Thymol- und Toluolzusatz 
nachwiesen; ebenso konnten sie dort die 'Tatigkeit eines pepto- 
lytischen Fermentes nachweisen. 

Wihrend nun die meisten dieser Fermentreaktionen (zu- 
mindest in Form yon Mazeraten) praparativ leicht faBbar sind, 
wei man noch wenig iiber die Vorginge bei der Atmung 
und Garung in Tabaksblattern. Im folgenden wollen wir nun 
von diesen ersteren Prozessen diejenigen zuerst einzeln be- 
handeln, mit denen wir uns befaBt haben. 


1. Peptidasen. 


Wir konnten*) nachweisen, daB im Mazerationssaft ein 
peptisches Ferment vorhanden ist, das eine fortschreitende, 





1) F. Traetta Mosca. Die Fermente in der Pflanze des in Italien 
angebauten Kentuckytabaks. Gazz. chim. ital. 43, II, 8. 431—437 (1913). 

*) A. Fodor und A. Reifenberg, Researches of the Fermen 
tation of Dried Tobacco. II. Biochem. Journ. Bd. 19, S. 830 (1925). 

5) A. Fodor und A. Reifenberg, a.a. O. S. 832. 
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wenn auch langsame Hydrolyse von Seidenpepton verursacht. 
(Die Aminosaurentitration wurde nach Sérensen vorgenommen.) 


2. Oxydasen, 


Wir konnten in Mazeraten griinen frischen Tabaks die 
(cegenwart von Oxydasen durch die Oxydation von Hydrochinon 
nachweisen; und zwar nicht nur in Wassermazeraten, sondern 
iwuch in solchen mit Chloroform, Glycerin und 50°/,‘igem Alkoho! 
(in letzterem nur schwach). Parallelversuche mit Hydrochinon 
allein wurden natiirlich ausgefiihrt. Dagegen gaben die Maze- 
rate getrockneten braunen Tabaks in keinem Fall eine Oxydase- 
reaktion. Auch Loew!) schreibt, daB ofters trockner Tabak 
angetrofien wird, der keine Oxydasereaktion gibt. Nach Loew 
kénnen die Oxydasen auch durch zu starke Belichtung des 
absterbenden Blattes oder durch zu lange feuchte Witterung 
zerstért werden. 


3. Peroxydasen. 


Peroxydasen, die in Gegenwart von Wasserstofisuperoxyd 
Hydrochinon oxydieren, konnten in Mazeraten (Wasser, Chloro- 
form, Glycerin, 50°/,igem Alkohol) sowohl des griinen als auch 
des getrockneten braunen ‘l'abaks nachgewiesen werden. 


4. Katalase. 


Die Katalase wurde im Tabak von O. Loew entdeckt. 
Wir stellten folgende Versuche an: 

a) Von einem griinen Tabak, dessen Wassergehalt 70°/, 
betrug, wurden 5g mit 50 com H,O, (12°/,) versetzt und die 
Menge des entstehenden Sauerstoffs in einem Azotometer ge- 
messen. Wir erhielten folgende Werte bei 22° C: 


') O. Loew, Physiological studies of Connecticut leaf Tobacco. 
U. S. Dept. of Agr. Report Nr. 65, 1899. 


A. Fodor und A. Reifenberg, 


Tabelle 1. 


Katalasewirkung. 





peas 











Zeit (Minuten) Entwickelte Menge O 
25 88 
00 134 
75 166,5 
100 192,5 
125 215 
150 235 
180 256 
210 276 
260 305 
310 323 








b) Bei Anwendung einer 3°/,igen Losung H,Q, (bei nocli 


geringeren Konzentrationen kommt der ProzeB sehr schnell 
zum Stillstand) unter sonst gleichen Bedingungen erhielten wir 
folgende Zahlen: 


Tabelle 2. 


Katalasewirkung. 











Zeit (Minuten) Eutwickelte Menge O 

15 18 

40 36 

80 53 

120 66 

180 80 
215 87 

270 96 

325 103 

359 106 


c) In getrocknetem braunem Tabak ist die Katalasewirkuny 


auBerordentlich schwach und kommt schon nach ganz kurzer 


Zeit zum Stillstand. 


Diese Versuche ergeben mithin, daB die 


Katalasewirkung im griinen 'l'abak am stirksten ist. In allen 
Fallen haben wir es mit einem ProzeB zu tun, der nach einiger 
Zeit zum Stillstand kommt, und zwar am schnellsten, bei dev 
von uns gewahlten Versuchsbedingungen, im getrockneten Tabak. 








* 
ie 
my 
ee 
ei 
wy 
rn 
5 








och 
nell 
WL! 


my 
Zer 
die 
len 
ger 
Jen 


ak. 





Atmungserscheinungen wiihrend d. Trocknung v. Tabaksblattern usw, 7 


5. Nicotinspaltung. 

Wir haben in der obenerwahnten Arbeit!) nachgewiesen, 
daB Tabakmazerate imstande sind, Nicotin fermentativ zu 
spalten. Bei unseren Versuchen ergab sich, daB der fermen- 
tative Effekt am gréBten in natiirlichem getrocknetem Tabak, 
kleiner in schnell getrocknetem griinen und am geringsten in 
fermentiertem ‘l'abak war. 

Und zwar erhielten wir im ersten Falle eine Umsetzung 
von 25,6°/,, im zweiten von 14,9°/,, im dritten Falle von 
7,4°/,.2) 

Wir haben nun, wie im folgenden gezeigt werden wird, 
die Sauerstoffaufnahme von Tabaken im Barcroftschen Mikro- 
apparat gepriift. Schon jetzt aber wollen wir auf eine Sym- 
basie hinweisen, die zwischen Sauerstoffaufnahme und Nicotin- 
spaltung besteht. Aus unsern Versuchen, die zeigen, daB dic 
Nicotinspaltung eines Tabaks parallel mit der Sauerstoffauf- 
nahme verlauft, geht klar hervor, daf erstere mit den Oxy- 
dationsprozessen verkniipft sein mub. 

Aus dem chemischen Verhalten des Nicotins ergibt sich, 
da& der Pyridinring bei chemischen Kinwirkungen sehr wider- 
standsfahig ist, wogegen der Pyrrolidinring relativ leicht gespalten 
werden kann. Bei seiner oxydativen Spaltung diirfte der Stick- 
stoff teils als Ammoniakstickstoff, teils als Methylamin ent- 
weichen, indes der Rest des Pyrrolidinskeletts der Oxydation 
anheimfallt. Unter diesen Oxydationsprodukten diirften sich 
Saiuren vielleicht sogar bis zur Kohlensiure befinden. (Wir 
wiesen in der oben erwahnten Arbeit nach, daB wihrend des 
Prozesses Kohlensiure gebildet wird.) Da’ man trotzdem nach 
Ablauf der Spaltung nur eine geringfiigige Anderung der 
aktuellen Aciditit des Reaktionsgemisches wahrnimmt, beruht 
eben darauf, daB neben Basen auch Sauren gebildet werden, 
die sich gegenseitig neutralisieren. Kine schwache Verringerung 
des p,-Wertes nach der alkalischen Seite hin ist immerhin 





1) Biochem. Journa’, a. a. O. 
*) Die im Biochem. Journ. angefiihrten Zablen sind in diesem Sinne 
zu berichtigen. 
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wahrnehmbar, obwohl die Reaktion in absoluter Hinsicht nicht 
alkalisch wird. 

Zum Zwecke der Messung des Sauerstoffverbrauchs der 
verschiedenen ‘labake wurden 0,5 g des Tabaks + 2 ccm Wasser 
in die Barcroftschen Respirationskélbchen gebracht; dic 
hauchige Erweiterung wurde mit 0,2 ccm n/1-NaOQH zwecks Ab- 
sorption der gebildeten Kohlensiure gefiillt. Im folgenden 
wollen wir nun zuerst tabellarisch die Werte fiir den Sauer. 
stoffverbrauch in den verschiedenen T'abaken wiedergeben. 


Tabelle 3.) 


1. Griiner, schnell im PaBburg-Apparat getrockneter Tabak. 

















Zeit (Stunden) saataaasin Menge O 

Rs 0,049 

2. 0,079 

3. 0,146 
2. Brauner, langsam getrockneter Tabak. 

a 0,046 

2. 0,083 

3. | 0,159 
3. Fermentierter ‘Tabak. 

1. | 0,022 

2, 0,0295 

3. | 0,0425 


Aus diesem Versuch ergibt sich, daB eine Parallelitit 
zwischen der nicotinspaltenden Wirkung eines ‘'abaks uni 
seiner Sauerstoffaufnahme besteht. 


B. Vorgange bei der Garung und Atmung. 


Bekanntlich sind wir nicht in der Lage aus Ptlanzen- 
zellen Praparate von Atmungsfermenten herzustellen. Auch 
wurde ein Ubertriiger, wie das in der G. Hopkinsschen Schule 
aus dem tierischen Muskelgewebe isolierte Glutathion, das bis 
zu einem gewissen Grade befahigt ist die Ubertragung von 





1) Unter Mitarbeit des inzwischen verstorbenen Frl. §. Beham. 
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Sauerstoff auf leicht oxydierbare Stoffe, wie ungesattigte Fett- 
siuren, zu bewirken, aus Pflanzenteilen noch nicht isoliert. 
Wir sahen uns daher bei Behandlung dieses Teiles unserer 
Experimente gezwungen phinomenologisch vorzugehen, d. h. 
nicht die Isolierung von Fermenten vorzunehmen, sondern 
gewisse Prozesse, wie Sauerstoffaufnahme und Kohiensaure- 
abgabe, ferner die Verarbeitung von Oxycarbonsiuren unter 
xeroben und anaeroben Bedingungen zu studieren. IJmmerhin 
sliickte es dem einen von uns (F.) auf der anderen Seite, in 
Gemeinschaft mit Herrn Dr. Reinhold Cohn mit Hilfe ge- 
eigneter Glycerinlésungen sowohl aus griinen als auch aus 
trocknen ‘T'abaksblittern Mazerate zu gewinnen, die bei so 
gut wie absoluter Keimfreiheit imstande sind, Zucker zu ver- 
giiren, *) 


1. Messungen tiber Sauerstoffaufnahme und Kohlen- 
siureabgabe in Tabaksblittern. 


Methode: Wir haben die Sauerstoffaufnahme und Kohlen- 
siureabgabe im Barcroftschen Mikroapparat vorgenommen. 
Zu diesem Zweck wurde '/,g méglichst fein zerschnittener 
‘labaksblatter von bekanntem Wassergehalt mit 3ccm Wasser 
in das AnalysengefiB gebracht. Zur Absorption der gebildeten 
Kohlensiure wurde 0,2 ccm n/1-NaOQH verwandt. Die Tempe- 
ratur war 22—23°. Die Berechnung der Werte geschah auf 
die iibliche Weise unter Verwendung eines leeren, als Thermo- 
barometer benutzten AnalysengefaBes. Die Werte wurden, da 
die Tabake verschieden hohen Wassergehalt hatten, zumeist 
aut wasserfreie Substanz berechnet. Aus der Differenz der 
Manometerstiinde eines Lauge enthaltenden und laugefreien 
AnalysengefiiBes wurde unter Beriicksichtigung des Absorptions- 
koeffizienten fiir Kohlensiure die entstandene Kohlensiureabgabe 
gemessen [nach der Formel CO,—0O,—(O,—CO,)|. Fiir Einzel- 
heiten sei auf Siebeck verwiesen. ”) 





') Hieriiber wird demnichst berichtet werden. 

*) R. Siebek, Gasometrische Methoden zur Bestimmung des Stoff- 
wechsels von Zellen und Geweben. (In Abderhaldens Handbuch 
d. biolog. Arb.-Meth. Bd. 4, Lieferung 102, S. 274ff.). 
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a) Abhiingigkeit der Sauerstoffaufnahme vom Wassergehalt der 
Tabaksblitter. 

Ks ist eine bekannte Tatsache, daB die Atmungsintensitii 
von Pflanzen in auBerordentlich starker Weise von ihrem 
Feuchtigkeitsgehalt abhangig ist. Lufttrockne Organe atmen 
nach Czapeck}), wie ruhende Samen, Flechten und Moos 
zeigen, nur sehr wenig. Die Abhiangigkeit der Atmung is‘ 
nach Czapeck besonders von Bonnier und Mangin, sowie 
von Kolkwitz gezeigt worden. Auch bei unseren Versuchen 
zeigte sich eine recht auffaillige Abhingigkeit der Sauerstoti- 
aufnahme vom Feuchtigkeitsgehalt der Blatter. Li8t man den 
Tabak, den gewoéhnlichen Schwankungen der Witterung und 
Luftfeuchtigkeit ausgesetzt, hingen, so schwankt der Wasser. 
gehalt und damit auch die Sauerstoffaufnahme von Tag zu Tag. 
Um dieser Schwierigkeit zu begegnen, haben wir den zu trocknei 
Tabaksblittern dadurch ungefahr gleiche Feuchtigkeit erteilt, 
daB wir sie iiber Schwefelsiiure bestimmten Wassergehaltes ge- 
bracht haben. Es zeigte sich, daB eine 25°/,ige Schwefelsiure, 
die ja Wasser abgibt, den vorher stark ausgetrockneten Tabak 
in seiner Sauerstoffaufnahmefihigkeit recht gut regeneriert. 
Alle Tabake atmen nach ihrer Regeneration durch Wasser- 
aufnahme bedeutend stirker. 


Von bemerkenswerter praktischer Bedeutung ist in sub- 
tropischen Lindern, wie Palistina, fiir die Luftverhingung be- 
hufs Trocknung der Tabake die Kinwirkung warmer Wiisteu- 
winde, sogenannten ,,Chamsins“.”) Unter der Kinwirkung einer 
derartigen Austrocknung, die fast einem ,,Absterben“ gleich- 
kommt, sind die 'l'abake in ihrer Sauerstoffaufnahmefahigkeit 


') Czapeck, Biochemie der Pflanzen Bd. 3, 8. 42. 

*) Bei diesen heiSen Wiistenwinden wird die Luftfeuchtigkeit so 
stark herabgesetzt, da Bewohner die Austrocknung durch Beeinflussung 
ihrer Atmungsorgane, besonders des Kehlkopfs, durch Heiserkeit und 
Durstgefiihl empfinden. Die Temperatur steigt dabei im Schatten oft 
liber 45°C. Es ist anzunehmen, daB Tabaksblitter als schlechte Wirme 
leiter sich noch stiirker erwiirmen; steigt doch z. B. die Bodentemperatur 
in Palistina in manchen Fallen auf iiber 60° C. 
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nur unvollkommen regenerierbar.!) (Weiter unten wird dargetan 
werden, weswegen wir tiberhaupt auf eine langsame Austrock- 
nung in der Tabakpraxis Wert legen miissen.) 

Folgende Tabelle mége die Kinwirkung eines solchen 
Chamsins auf Tabakblatter und die Unméglichkeit, derartigen 
Tabak zu regenerieren, zeigen. (Wahrend derselbe ‘Tabak 
vorher recht gut tiber 25°/,iger H,SO, regenerierbar war.) 


Tabelle 4. 


|. Sauerstoffaufuahme eines getrockneten Tabaks. 

2. Sauerstoffaufnahme desselben Tabaks nach Regeneration iiber 25°/,iger 
H,SO,. 

3. Sauerstoffaufnahme desselben Tabaks nach ,,Chamsin‘“’ — Einwirkung 
und miBgliickte Regeneration iiber 25°/,ige H,SO,. 





Zeit Sauerstoffaufnahme (ccm) 
(Stunden) 1. | 9. i 
1 0,026 0,039 0,011 
2 0,041 | 0,067 0,018 





b) Verlauf der Sauerstoffaufnahme und Kohlensiiureabgabe in griinem, 
getrocknetem und fermentiertem Tabak. 


Von unseren zahlreichen, hieriiber ausgefiihrten Versuchen 
geben wir ein typisches Beispiel wieder. 





') Tabakhiindlern und Manipulanten wurde unsererseits aus diesem 
Grunde dringend geraten, den Tabak wihrend des Trockneus und der 
Aufbewahrung im Magazin vor dem schiidlichen Einflub dieser Winde 
zu bewahren. Ubrigens weist auch Kissling (siehe S. 14) darauf hin, 
daB beim Trockenvorgang der Wassergehalt der Luft eine gewisse Grenze 
nicht unterschreiten darf. Wie aus den folgenden Darlegungen hervor- 
geht, beruht der Fermentationsprozef des Tabaks auf einem Atmungs- 
vorgang. Solche durch den Chamsin geschiidigten Tabake, in denen 
der aerobiontische Faktor, d.h. die Sauerstoffaufnahme auSerordentlich 
geschwiicht ist, sind also entweder gar nicht, oder nur sehr unvollkommen 
fermentierbar. Der hiufig beobachtete MiBerfolg in Palistina, wonach 
man Tabak trotz der genau so wie in Mazedonien angewandten Mani- 
pulation nicht zur Fermentation bringen kann, diirfte auf diese Ursache 
zurickzufiihren sein. Auch sind in Klimaten wie dem palistinensischen 
die Magazine vor fiuBeren Witterungseinfliissen méglichst zu schiitzen 
und im Innern der Magazine ist die Luftfeuchtigkeit méglichst optimal 
zu halten. 
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Tabelle 5. 


O-Aufnahme und Kohlensaiureabgabe verschiedener Tabak. 
(berechnet auf 1 g Trockensubstanz), 














1, Griiner Tabak (nach 5 Tagen). 
2. Im Schatten und in der Sonne getrockneter Tabak (10 Tage). 
3. Fermentierter Tabak. 
1 2 3 
Zeit O,-Aufn. | CO,-Abg. O,-Aufn. | CO,-Abg.| 0,-Aufn. | CO,-Aby: 
(Stunden)} (cem) | (cem) (ccm) | (ecm) (cem) | (ecm) 
1, 0,108 0,089 0,08 — 0,05 0,02 | 0,017 
1 0,215 0,185 0,141 | 0,084 0,04 | 0,046 
1'/, 0,290 0,230 0,180 | 0,110 0,04 | 0,046 











Wir ersehen aus diesem Beispiel, daB nicht nur griine 
Tabake, sondern auch getrocknete, sowie absolut sicher fer- 
mentierte Sauerstoff aufnehmen und Kobhlensiiure abgeben. 
(Letztere allerdings in stark herabgesetztem MaBe.) Wir er- 
sehen ferner aus der Tab. 5, daB in griinen und in den ersten 
Wochen der Trocknung auch in den trocknen Tabaken dic 
Sauerstoffaufnahme bedeutend gréBer ist als die Kohlensiure- 
abgabe. In fermentiertem Tabak wird das Verhiltnis hautiy 
praktisch = 1. (Ubrigens atmen nicht nur zerkleinerte 'Tabaks- 
blatter, sondern aus ihnen hergestellte Wassermazerate.) Au! 
die Ursachen dieser Erscheinung werden wir in der Diskussion 
eingehen. 


¢) Veriinderungen der Respiration wihrend des Trockenhanges des 
Tabaks. 

Um die wahrend des Trocknens vor sich gehenden Ver- 
inderungen des Atmungskoeffizienten festzustellen, haben wir 
ein und denselben ‘'abak unter verschiedenen Bedingungen 
(Schatten, 5 Tage Schatten und dann Sonne, ferner direkt in 
der Sonne) getrocknet. In verschiedenen Zeitintervallen haben 
wir dann die Sauerstoffaufnahme und Kohlensiureabgabe ge- 
prift. Die folgenden Zahlen geben die jeweils in 11/, Stunden 
gefundenen Werte fiir Sauerstoff und Kohlensaiure wieder.’) 





1) Der Tabak ist am 13. 6. erhalten worden. 
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Tabelle 6. 
ake 
Im Schatten getrockneter Tabak (berechnet auf 1g Trocken- 
substanz). 
Wasser- Sauerstoff- Kohlensiure- 
aufnahme abgabe CO, 
Datum — in 11/, Std. | in 1%), Std. 0, 
ia ("/o) (cem) (eem) , 
A by. 15. Ss. 35 0,203 0,16 0,8 
n) 16. 6. 28 0,28 0,1 0,43 
: 17. 6. 37 0,29 0,23 0,79 
18. 6 25 0,21 0,17 0,81 
" 20. 6 12 0,15 0,09 0,6 
6 21. 6 16 0,20 0,13 0,65 
22. 6. 13,7 0,18 0,11 0,61 
ULE 28. 6. 13,6 0,138 0,11 0,84 
fer- 5. 7. 19,2 0,16 0,13 0,81 
pen. a 23 0,2 0,21 1,05 
| 13. 7%. 10,4 0,15 0,16 1,06 
el'- 
‘a a..7 10,2 0,18 0,15 1,15 
a 9. 7. 18,7 0,17 0,2 1,18 
die 
ure- = ion 
t | 
ufiy | 
aks- | 
Au -, e | | 
‘ | J ite & . 
$10 8) eer \ | \ ae s 8 
© | ) 87%| 
\ Pi ts ° 
des dl NQO%" tla / 
8 " wr 
Ver- 
Wil Wile abies | 
CO; Abgabe 
gel | 
t in | 
bet ene . intention 
ge- ‘ 
\den Aus der hier wiedergegebenen ‘l'abelle und Kurve ergibt 
y sich, daB im Anfang der Trocknung die Sauerstoffaufnahme 


bedeutend gréBer ist als die Kohlensiiureabgabe. Bei dem im 
Schatten getrockneten Tabak andert sich dies nach etwa 
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Tabelle 7. 


5 Tage im Schatten, dann in der Sonne getrockneter Tabak 
(berechnet auf 1 g Trockensubstanz). 





























on Wassergehalt | O-Aufnahme | CO,-Abgabe CO, 
Se Se: ee Oe. ee Se... oe 5 
23. 6. 5,8 0,18 0,11 0,61 
29. 6. 12 0,127 0,088 0,69 
80. 7. . 0,107 0,09 0,82 
Tabelle 8. 
In der Sonne getrockneter Tabak (ber. auf 1 g Trockensubstanz). 
a Wassergehalt | O-Aufnahme | CO,-Abgabe 
ie ae ae oe... ...A 
21. 6. 1,5 0,13 0,06 
30. 6. 12,5 0,15 0,107 
19. 7. 6 0,07 0,085 











3 Wochen. Beiden in der Sonne getrockneten Tabaken bleibt 
die Sauerstoffaufnahme dauernd gréBer als die Kohlensiure- 
abgabe. 

Auch auf die Ursachen dieser Erscheinung werden wir im 
theoretischen Teil eingehen. Was uns bereits hier interessiert, 
ist die Frage, welche Stoffe der Oxydation unterliegen. Die 
von uns nachgewiesene Sauerstoffaufnahme wihrend der Trock- 
nung, die insbesondere bei héherem Feuchtigkeitsgehalt (siehe 
unter a) gréBere Dimensionen annimmt (aber scheinbar nicht 
nur von ihm abhingig ist), fiihrt uns zu der Ansicht, dai 
bereits wihrend des Trocknungsprozesses Material der Tabak- 
blatter der Oxydation anheimfallt. Diese Annahme steht mit 
friiheren Befunden der Literatur im Einklang. Simtliche For- 
scher, die sich mit den Verinderungen des Tabakblattes wahrend 
des Trocknens beschiaftigt haben, konnten eine betrichtliche 
Verminderung besonders der Kohlehydrate, des Eiweifes und 
auch des Nicotins in den getrockneten Blattern feststellen.:) 

Fiir die Praxis des Tabaksmanipulanten sind derartige 
Erkenntnisse von groBer Wichtigkeit. Insbesondere lehren uns 





') Siehe Kissling, Handb. der Tabakkunde (Berlin 1925). 
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- unsere Versuche, daB man — wie schon erwahnt — auf lang- 
- games Trocknen Wert legen muB. Denn wiirde man ein solches 


_ Austrocknen beschleunigen und dadurch jedwede Lebenstitig- 


keit zum plotzlichen Stillstand bringen, so wiirden wir die 


_ oxydative bzw. fermentative Zersetzung jener Stoffe, die fiir 


den Geschmack der edlen Handlungsware mafgebend sind 
(wie KiweiB, Stirke usw.) beeintrichtigen. Besonders klare Ver- 
suche dariiber hat Garner?) gemacht. 


d) Beeinflussung der Atmung durch Cyanide, Quecksilberchlorid, 
Kisenchlorid, Nicotin, Methylenblau und Cystin. 


a) Beeinflussung durch KCN. Wir verwandten zu 
diesem Versuch 0,5 g Tabak + 1 ccm m/15 alk- Phosphat+ 1 ccm 
m/15 saures Phosphat + 0,5ccm 1°/,iges neutralisiertes KCN 
+ 0,5cem H,O. (Im Parallelversuch wurde statt des KCN 
natiirlich Wasser zugegeben.) 

















Tabelle 9. 
EinfluB des KCN auf die Atmung. 
Ohne KCN. 
Zeit O, CO, CO, 
(Stunden) (ecm) (cem) 0, 
1, 0,015 0,015 0,94 
1 0,033 0,038 1,15 
11/, 0,045 0,052 1,15 
Mit KCN. 
1, 0,009 0,009 1 
; 0,016 0,018 1,12 
1'/, 0,018 0,021 1,16 











Aus diesem Versuch ersieht man, daB durch KCN sowohl 
die Sauerstoffaufnahme wie auch die Kohlensiureabgabe ziem- 
lich stark gehemmt wird; die Atmung wird aber nicht zu einem 
Stillstand gebracht. 

6) Beeinflussung durch Sublimat. Wir verwandten 0,5¢ 
Tabak + 3ccm 2°/, iges HgCl, und erhielten folgende Werte: 


') W. W. Garner, C.D, Bacon, C.L.Foubert, Research Studies 
on the euring of Leaf Tobacco (Bull. 79, Dept. of Agric. U.S.A. 1914). 
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Tabelle 10. 
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EinfluB’ von HgCl, auf die Atmung. 


Ohne HgCl,. 

















Zeit 0, CO, 
(Stunden) (ecm) (cem) 
1), 0,055 0,039 
0,086 0,068 
Mit HgCl,. 
i), 0,026 0,048 
i | 0,034 0,068 





Aus diesen Versuchen, die mehrfach ausgefiihrt wurden, 
ergibt sich, da& Sublimat die Sauerstoffaufnahme sehr stark 
herabsetzt, waihrend die Kohlenséureausscheidung fast unberiihrt 
gelassen wird. 

vy) Versuche mit Kisenchlorid. Wir verwandten 0,5 ¢ 
Tabak + 2ccm mit Natriumacetat neutralisiertes 2°/,iges Kisen- 
chlorid, im andern Falle + 3 cem H,O. (Der Versuch wurde 
mehrmals ausgefiihrt.) 

Die Resultate zeigt die folgende ‘l'abelle. 


Tabelle 11. 
EinfluB von FeCl, auf die Atmung. 























Ohne FeCl,. 
Zeit O, CO, 
(Stunden) (cem) (cem) 
ve 0,024 0,021 
1 0,05 0,054 
Mit FeCl, 
1, 0,038 0,07 
1 0,054 0,104 





Diese Versuche zeigen, da durch die Gegenwart von 
Kisenchlorid die Sauerstoffaufnahme wenig verindert, die Kohlen- 
siiureabgabe dagegen stark erhéht wird. 

0) Versuche mit Nicotin. Wir verwandten 0,5 ¢ 


Tabak + 1 ccm Phosphatpuffer (p,, = 6 bis 8) + 2ccm 2°/, iges 
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neutralisiertes Nicotin. (Im Parallelversuch statt des Nicotins 
_—#H,0.) Es ergaben sich folgende Werte: 


Tabelle 12. 


EinfluB des Nicotins auf die Atmung bei verschiedener 


{te 
\H) -Konzentration. 








ra Pu = 8 Pu =7 Pr = 6 

a Nicotin rae Nicotin | . Nicotin | 

+ Puffer Putter + Puffer | ei +Puffer Puffer 

(Minuten) O, (cem) | O, (eem) | O, (ecm) | O, (cem) | O, (eem) | O, (cem) 

20 0,017 0,015 0,02 | 0,017 0,02 | 0,028 
40 0,038 0,031 0,037 0,036 0,041 | 0,043 
60 0,049 0,051 0,058 0,057 0,061 | 0,068 
80 0,068 | 0,072 0,079 0,076 0,081 | 0,082 
100 0,08 | 0,085 0,095 0,100 0,100 | 0,100 
120 0,092 0,099 0,110 0,120 0,120 | 0,120 














Tabelle zeigt, besaB dieselbe keinen EinfluB auf die 


bei einer Pufferung von p,, = 6 findet keine Beeinflussung 
statt; bei p, = 7 und p, = 8 findet eine kleine Verringerung 


dev Sauerstoffaufnahme statt. 


s) Versuche mit Methylenblau. Es wurde statt des 
Wassers eine n/100-Methylenblaulésung verwandt; wie die 
Atmung. 


Tabelle 13. 


Kinflu8 von Methylenblau auf die Atmung. 
Mit Methylenblau. 





Zeit O, CO, 
(Stunden) (ecm) (eem) 
1), 0,024 0,022 

1 0,40 0,032 
11), 0,053 0,052 

Ohne Methylenblau. 

ale 0,024 0,022 

1 0,40 0,032 
1"), 0,053 0,052 








Hoppe-Seyler’s Zelischrift f. physiol. Chemie, CLXIL. 





18 A. Fodor und A. Reifenberg, 


©) Versuche mit Cystin. Wie aus der beifolgenden 

‘l'abelle hervorgeht, hat Cystin keinen EinfluB auf die Sauer- 
stoffaufnahme und Kohlensiureabgabe. 
Tabelle 14. 


Kinflu8’ von Cystin auf die Atmung. 
Mit Cystin. 











Zeit O, CO, 
(Stunden) (ecm) (cem) 
1, 0,024 0,018 
1 0,031 0,025 
11), 0,05 0,045 

Ohne Cystin. 

1, 0,024 0,018 
0,031 0,025 
11/, 0,05 0,045 


ce) Nachweis, dab der OxydationsprozeB kein bakterieller 
Vorgang ist, 


Die Versuche mit Sublimat beweisen nicht nur, da$ dieses 
Salz den Oxydationsmechanismus in Tabaksblittern nur wenig 
beeinfluBt, sondern auch, daB diese Oxydationsprozesse nichts 
mit bakteriellen Vorgingen zu schaffen haben. Ebenso is! 
auch die ganze Fermentation des 'labaks, wenigstens in direkter 
Weise, kein bakterieller Vorgang.') Das auslésende Moment 
fiir den Fermentationsvorgang wird nicht durch Bakterien, 
sondern durch einen OxydationsprozeB in den Blattern gebildet. 
(Wir werden weiter unten zu untersuchen haben, inwieweit | 
diese Oxydation anaerob oder aerob sein kann.) Da8 bakterielle | 
Prozesse keine Rolle an dieser Sauerstoffaufnahme und Kohlen- 
siiureabgabe haben, geht nicht nur aus dem Sublimatversucl 
hervor, sondern auch aus anderen indirekten und direkten 
Versuchsergebnissen: 

a. Indirekt folgt es daraus, daB die Atmungskurven des 
Barcroftapparates keine autokatalytische Form besitzen. 


') Dies schlieBt jedoch nicht aus, da8 eine bestimmte Art der In 
fektion in sekundiirer Weise einen Einflu8 auf das Aroma der fermen 
tierten und gelagerten Blitter durch die Erzeugung von Geschmackstoffen 
auszuiiben vermag. 
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b. Direkt ersicht man, daB nicht Bakterien diese Sauer- 
stoffaufnahme und Kohlensiureabgabe in getrocknetem Tabak 
bewirken, aus zwei anderen Versuchen. 

a) Durch Zusatz von Vucinbichlorhydrat statt Wassers im 
Barcroftkélbchen sowohl in der Verdiinnung zu 1: 5000 wie 
1: 500 wurde die Atmung nur ganz minimal gehemmt. Folgende 
Zahlen beweisen dies: 

Tabelle 15. 


EinfluB von Vucin auf die Atmung. 








Zeit Mit Vuecin | Ohne Vucin 
(Stunden) O, (eem) O, (eem) 
1 0,039 0,041 
1'/, 0,055 0,061 








Selbst als wir die staubtrockenen Blatter im Dewargefib 
liber 1 Stunde bei der Temperatur der fliissigen Kohlensiiure 
behandelten und dann aus diesem Tabak in Gegenwart von 
Vucin Mazerate herstellten, nahmen die Mazerate Sauer- 
stoff auf. 

Ks ist ja durch Versuche Palladins bewiesen, dab beim 
Krfrieren Pflanzen nicht ,absterben“, sondern nur ,,abgetétet“ 
werden. Jede Bakterieneinwirkung wird aber durch Vucin 
unterbunden. 

8) Wir filtrierten einen Tabakmazerationssaft durch eine 
porése, sterile Tonzelle (Berkefeldfiltrer) und fanden, daB der 
Tabaksaft vorher und nachher genau so stark atmete. Folgende 
Zahlen mégen dies beweisen: 


Tabelle 16. 
Atmung eines Tabakmazerationssafts vor und nach Filtration 
durch eine porése Tonzelle. 





Vorher Nachher 
Zeit O, Zeit O, 
(Stunden) | (ecm) (Stunden) | (eem) 
t/, | 0,012 1), | 0,012 
1 
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Zur Sicherheit wurde dieses Filtrat auch noch _bakterio- 
logisch untersucht.!) Es erwies sich als absolut keimfrei. Noch 
nach 8 Tagen war der filtrierte Mazerationssaft absolut steril. 
Eine mit der Zeit eintretende dunklere Farbung des Saftes 
ist wohl der Tatigkeit von Oxydasen zuzuschreiben. Wir 
wollen damit nicht etwa behaupten, dab Tabaksblatter, bzw. 
Mazerationssafte keimfrei sind; da nicht unter sterilen Be- 
dingungen getrocknet wird, la&t sich dies natiirlich nicht er- 
warten. Aber die Keimzahl scheint uns viel zu gering zu 
sein, um dergleichen intensive, und wie wir weiter unten 
sehen werden, mit starker Erwiirmung vor sich gehende Pro- 
zesse in die Wege zu leiten. Im Durchschnitt haben wir in 
| com Tabakextrakt (es wurde | g Tabak mit 10 ccm sterilem 
Wasser aufgeschwemmt und innig: verrieben) etwa_ soviel 
Keime gefunden, wie in vergleichsweise untersuchtem Wasser, 
das mehrere Tage im Laboratorium stand. 

In direkter Weise folgt jedenfalls aus den er- 
wihnten Versuchen mit Sublimat, Vucin, und der 
pordsen Tonzelle, daB der Oxydationsmechanismus 
autonom arbeitet und in keiner Weise mit Bakterien- 
wirkungen in Verbindung steht. 


2. Temperaturerhéhung in Tabaken, hervorgerufen 
durch die Atmung. 


Aus der Praxis der Tabakmanipulation ist bekannt, dab 
wihrend der Fermentation in den Tabakballen eine Tempe- 
raturerhéhung stattfindet. Genauere Messungen dariiber hat 
als erster Suchsland?) angestellt. Wihrend in Deutschland 
eine Fermentationsdauer von etwa 3 Wochen iblich ist, und 
die Krwirmung auf etwa 60° steigt, der ProzeB also sehr intensiv 
verliiuft, dauert die Fermentation z. B. in der Tiirkei mehrere 
Monate bei einer Temperatursteigerung auf nur etwa 30—40°.*) 


") Wir danken den Herren Dr. Adler u. O. Theodor im hiesigen 
mikrobiologischen Institut fiir die Ausfiihrung dieses Versuches. 

*) R. Kissling, Handbuch der Tabakkunde, S. 296. 

*) J. J. Sehmidt, aa. 0., S. 6. 
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Allgemein wurde festgestellt, da8 zum Eintritt der Fer- 
mentation ein gewisses 'Temperatur- und Feuchtigkeitsoptimum 
erforderlich ist.1) Besonders die Versuche von Jensen 2) 
zeigen, daB die Fermentation durch Auflegen von Gewichten 
oder Stapeln gréBerer Mengen T'abaks geférdert wird. In 
vielen Liindern werden die Ballen stark gepreBt. Die Tabak- 
haufen miissen wihrend der Fermentation wiederholt umgesetzt 
werden*), wohl nicht nur, damit der FermentationsprozeB in 
allen Tabakbiischeln gleichmiBig verlaufe, sondern auch, damit 
einerseits Sauerstoff zutreten und anderseits die entstehende 
Kohlensiure fortgefiihrt werden kann. 

Bei uns handelte es sich darum, die Erwirmung in Labo- 
ratoriumsapparaten zu konstatieren. Zu diesem Zweck brachten 
wir den Tabak auf einen Feuchtigkeitsgehalt von etwa 30°). 
In der Praxis wird, schon wegen der daraus entstehenden 
Gefahr eines Betalles durch Schimmelpilze, Tabak zur Fer- 
mentation gebracht, der nur etwa 20°), Feuchtigkeit enthalt. 
Im Laboratorium sind wir aber auf einen solch hohen Feuch- 
tigkeitsgehalt angewiesen, da wir sonst eine 'emperaturerhéhung 
in rationellen Versuchszeiten nicht bekommen kénnen. 


a) Versuche in DewargefiBen. 


Zu unseren Versuchen verwandten wir jedesmal etwa 
200 g absolut ausgetrockneten Tabak, der nach dem Abwiegen 
durch Hinzufiigen von Wasser auf einen Feuchtigkeitsgehalt 
von etwa 30°/, gebracht wurde. Dann wurde der Tabak unter 
Pressung in Thermosflaschen gestopft, die ja auf dem Prinzip 
der DewargefiBe beruhen. 

Falls die Flaschen nicht verschlossen waren, fand inner- 
halb 24 Stunden eine Temperaturerhéhung von 4—6° statt, 


1) Ein genauer Bericht iiber die Verhiiltnisse in der Tabak- 
fabrikation Mazedoniens wurde durch unseren Mitarbeiter Herrn Dr. 
B. Schénfeld erstattet. 

2) H. J. Jensen, Uber die Natur der Fermentation, Zbl. f. Bakt. 
II, Bd. 21 (1908). 

8) R. Kissling, a. a, O., S, 264. 
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die sich im lLaufe von 38 Tagen noch um weitere 6° 
steigerte. 

In durch Gummistopfen verschlossenen GefaBen 
fand keine Temperaturerhéhung statt; auch fand 
keine Temperaturerhéhung statt, als dieselben mit 
Wasserstoff gefiillt wurden. So zeigte z. B. ein Tabak 
nach 3tiagigem Stehen in einem vorschlossenen Dewargefif 
absolut keine Temperaturerhéhung, und erst als nach Ablauf 
dieser Zeit das Gefi8B geéffnet wurde, trat innerhalb weiterer 
20 Stunden eine Erwiirmung um 6° ein. 

Um zu sehen, ob Bakterien eine Rolle spielen, wurden ge- 
nau, wie oben angegeben, 100g Tabak mit einer 2°/ igen 
Sublimatlésung durchtrinkt; die Temperatur in den DewargefiiBen 
stieg innerhalb 20 Stunden um 4°. Wihrend die Bakterien- 
zahl vor der Sublimatbehandlung etwa 1760 pro 
Kubikmillimeter betragen hatte, war sie nach Ab- 
lauf des Versuches praktisch = 0. 

SchlieBlich wurde auch ein Versuch ausgefiihrt, der zeigen 
sollte, ob der Sauerstoff in verschlossenen Flaschen teilweise 
durch Methylenblau als H,-Acceptor ersetzt werden kann. Zu 
diesem Zwecke wurden 200 g Tabak wie gewohnlich mit 
Wasser und weitere 200 g Tabak mit einer n/100-Methylen- 
blaulésung behandelt und nach dem Ejinfiillen in die Dewar- 
gefiBe diese durch Gummistopfen verschlossen. 

Die erhaltenen Zahlen zeigt folgende Tabelle 17. 

Als nach Ablauf dieser Zeit beide GefiBe gedffnet wurden, 
erwirmte sich jenes mit Methylenblau innerhalb 36 Stunden 
um 10°, das ohne Methylenblau um 51/,°. 

In mit Wasserstoff gefiillten GefiBen erwirmte sich mit 
Methylenblau durchtrinkter Tabak um etwa 1°, 

Wir ersehen also aus diesen Versuchen, daf zur Erwirmung 
Sauerstoff notwendig ist, die Warmeténung also einen aerobio- 
nischen Vorgang vorstellt; nur in ganz geringem Ausmati 
scheint der Sauerstoff durch Methylenblau ersetzt werden zu 
kénnen. Der durch letzteres aufgestapelte Wasserstoff ver- 
brennt auf Luftzufuhr rapid und erhalt eine groBe Wirme- 
tonung. 
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Tabelle 17. 


Versuch, betreffend Erwirmung von Tabak mit und ohne 
Methylenblau in verschlossenen Dewargefiben. 





Zeit Tabak mit n/100- Tabak mit AuBen- 
(Stunden) ie aan pe “4 “a 
0 27 27 27 
21/, 28,6 27 27 
17 28,2 26,5 26,5 
23 28,2 26,5 26,5 











Wir haben uns aber nicht damit begniigt, nur die Wirme- 
bildung zu beobachten, sondern haben auch Versuche iiber den 
Gasstoffwechsel wihrend der Erwirmung angestellt. 


by) Gasstoffweehselversuche in gegen Wiirme isolierten GlasgefiiBen 
bei gleichzeitiger Beobachtung der Temperaturschwankung unter 
aeroben und anaeroben Verhiiltnissen. 


Zu diesem Versuch verwandten wir 2 mal je 300 g Tabak, 
der in der iiblichen Weise befeuchtet wurde. Jede dieser 
Portionen wurde in einen gut schlieBenden Exsiccator und die 
beiden Exsiccatoren in eine mit Stroh ausgestopfte Kiste ge- 
stellt und mit festgepacktem Stroh iiberschichtet. Die Kisten 
wurden zur besseren Wirmeisolation in eine gréBere, auch mit 
Stroh ausgestopfte Kiste gestellt. SchlieBlich wurde noch alles 
mit Asbestpappe umkleidet. 


Beide Exsiccatoren waren oben mit 3fach durchbohrtem 
Gummistopfen versehen; durch die eine Offnung ging ein fast 
his zum Boden reichendes Glasrohr, durch die zweite ein 
kurzes Glasrohr und durch die dritte ein langstieliges Thermo- 
meter. Der eine Exsiccator (I) wurde mit einer Druckluft- 
leitung verbunden, der andere (II) mit einem Wasserstoff er- 
zeugenden Kippapparat. Dem Exsiccator I, der die Atmung 


unter aeroben Verhiltnissen zeigen sollte, wurde eine Wasch- 


a 







fF 
& 
® 












24 A. Fodor und A. Reifenberg, 


flasche mit konzentrierter KOH (zur Absorption der in der 
Luft enthaltenen CO,) sowie ein U-Rohr mit Chlorcalcium vor- 
geschaltet. Die ausgetriebene Kohlensaure durchstrich zuerst 
ein U-Rohr mit Chlorcalcium, dann zwei U-Rohre mit Natron- 
kalk, deren Gewichtszunahme nach jedem Versuch gewogen 
wurde und schlieBlich zum Schutz gegen die AuBenluft noch 


ein halb mit Chlorcalcium, halb mit Natronkalk  gefiilltes 
U-Robr. 


Der Wasserstoff wurde zuerst durch Waschflaschen mit 
Kaliumpermanganat, Sublimat, dann durch ein U-Rohr mit 
Chlorcalcium geleitet. Der aus Exsiccator II austretende 
Kohlensiurestrom durchstrich dieselbe GefaBanordnung, die bei 
Exsiccator I erwihnt wurde. Der LExsiccator I], der dic 
Atmung in einer Wasserstoffatmosphire zeigen sollte, stand 
dauernd unter dem Wasserstofidruck des Kippapparates. Zur 
Bestimmung der gebildeten Kohlensiiure wurde jedesmal 
20 Minuten lang ein starker wasserstoff- bzw. CO,-freier Luft- 
strom durch die Apparatur geleitet. 


Zuerst wurden beide Exsiccatoren, der eine ohne Lutt- 
durchleitung, der andere unter Wasserstofidruck 48 Stunden 
stehen gelassen. Nach dieser Zeit betrug die Temperatur in 
beiden Exsiccatoren genau soviel wie am Anfang des Versuches, 
namlich 27% Nun wurde durch Exsiccator 1 ein CO,-freier 
Luftstrom, durch Exsiccator I] ein Wasserstoffstrom getrieben, 
um die CQ,-haltige Luft in den Exsiccatoren zu_vertreiben. 
Darauf wurde durch Exsiccator | 7 Stunden lang ein ganz 
schwacher CO,-freier Luftstrom geschickt, worauf die Tempe- 
ratur innerhalb dieser Zeit um 3° stieg, im Exsiccator IT trat 
keine Temperaturerhéhung ein. 


Wahrend nun Exsiccator [J immer unter Wasserstoffdruck 
stand, und in gewissen Intervallen die entstandene CO, ge- 
messen wurde, stand der andere Exsiccator (I) abwechselnd 
unter Luftdurchleitung und unter LuftabschluB. Die verschie- 
denen dadurch erreichten Temperaturschwankungen und die 


Mengen der produzierten Kohlensiure zeigt die nachfolgende 
Tabelle: 








Atmungserscheinungen wihrend d. Trocknung v. Tabaksblitternusw. 25 


Tabelle 18. 
Versuch, betreffend Erwirmung und CO,-Abgabe von Tabak 
in Exsiccatoren unter abwechselndem Luftabschlu8 und Luft- 
durchleitung (Exsiceator I und in einer Wasserstoffatmo- 
sphire (Exsiccator ID). 








Exsiccator I Exsicecator Il 
Nr. Zeit | lp ’ pte = 
: (Stunden) | CO.-Abgabe | Temperatur | CO,-Abgabe Tempe- 
| aoe (g) . =e ‘g) ratur ° C 
0 8) 27 27 
| 431'/,') | (CO, ausgetr.) 27 (CO, ausgetr.) 27 
2 50!/,» 0.9808 30 0,2274 27 
3 652) 0,0502 28 0,2021 27 
4 70*/, *) 0,4398 31 0,1177 27 
5 1111/, 3) 0,0678 28 0,3490 27 
( 117?/, °) 31 27 











Nach AbschluB des Versuches wurde der Tabak in Wasser 
aufgeschliammt, Siure hinzugefiigt und destilliert. Die Destil- 
late des Tabaks aus der Luftatmosphire gaben starke Aldehyd- 
reaktionen, wiihrend die Destillate des Tabaks aus der Wasser- 
stoffatmosphire starke Alkohol und minimale Aldehydreaktionen 
gaben. (Ks wurde die Jodoformreaktion, die Silberspiegel- 
reaktion und die Federsche Reaktion ausgefiihrt.) 

Ks mag erwiihnt werden, daB mit Methylenblau durch- 
feuchteter Tabak auch ohne Luftdurchleitung eine, wenn auch 
geringe, ‘lemperaturerhohung zeigt. 

Aus diesen Versuchen geht klar hervor, da eine T'em- 
peraturerhéhung in Abwesenheit von Methylenblau nur bei 
Durchleitung von Luft stattfindet.4) Bei Sauerstoffmangel tritt 


1) 7 Stunden Luftdurchleitung von Nr. 1 zu 2, dann Luftabschlub. 

) 51/, Stunden Luftdurchleitung von Nr. 3 zu 4, dann Luftabschlub. 

*) 6 Stunden Luftdurchleitung von Nr. 5 zu 6. 

*) Zu demselben Resultat in bezug auf Heu kam Miehe (Die Selbst- 
erhitzung des Heus S.9 u. 25). Auch er fand, daB in einer Wasser- 
stoffatmosphire keine Erhitzung des Heus eintritt. Eine Erhitzung tritt 
nur in Gegenwart von Sauerstoff auf. Wenn Jensen im Gegensatz 
dazu keinen Einflu8 von Sauerstoff bzw. Luft auf die Fermentation fest- 
stellen konnte, so liegt dies vermutlich daran, da8 die Menge der durch- 
gesaugten Luft so gro8B war, daB die erzeugte Wirme fortgefiihrt wurde. 
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el 


keine T'emperaturerhéhung ein und die produzierte Menge CO, 
bleibt minimal. Bei Durchleitung von Luft findet eine Tem- 
peraturerhéhung statt, und es werden betrichtliche Mengen 
Kohlensiiure erzeugt. In der Wasserstoffatmosphire tritt keine 
‘Temperaturerhéhung ein; aber trotzdem bringt der Wasserstofi 
eine, wenn auch geringe, Produktion von Kohlensiure hervor. 

Zusammenfassend geht also aus allen Versuchen folgendes 
hervor: 

1. Kine Erwirmung tritt nur bei Gegenwart von Sauer- 
stoff auf (natiirlich darf nicht so viel Luft zugefiihrt werden, 
daB sie die entstandene Wirme fortfiihrt). 

2. Methylenblau kann die Luft nur bis zu einem gewissen 
Grade ersetzen. 

3. Kine Erwirmung tritt auch in Gegenwart von Sublimat, 
also unter Ausschlu8 von Bakterien, auf. 

4, Die anaeroben Prozesse sind mit keiner hier nachweis- 
baren Wirmeténung verbunden. 

5. Unter anaeroben Verhiltnissen wird vorwiegend Alkohol, 
unter aeroben Verhiltnissen vorwiegend Aldehyd gebildet. 

6. Wasserstofi bewirkt eine, wenn auch geringe, Kohlen- 
siureproduktion. 


3. Nachweis decarboxylierender Fermente. 


Aus den Atmungs- und Girungsvorgingen ist bekannt, 
dal die Decarboxylierung von Carbonsiiuren eine wichtige Rolle 
spielt. Ks war daher von Interesse, in den Tabaksblattern die 
Anwesenheit von derartigen decarboxylierenden Fermenten 
nachzuweisen. 

a) Versuche betreffs Zersetzung von Brenztraubensiiure wihrend 
der Atmung von Tabaksblaitern in einer Wasserstoffatmosphire. 

Es wurden 10g getrockneter Tabaksblaitter mit mole- 
kularer, neutralisierter Brenztraubensiure und im Parallel- 
versuch mit Wasser benetzt. Die Tabakblitter wurden in 
Krlenmeyerkolben getan und wihrend 3 Stunden ein Wasser- 
stoffstrom hindurchgeleitet. Die produzierte Kohlensaéure wurde 
in n/10-Ba(OH), aufgefangen und gegen Phenolphthalein titriert. 
Ks ergaben sich folgende Werte: 











YT) 
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Tabelle 19. 


Versuch betr. Abspaltung von CO, aus mit Brenztraubensiure 
durchtrinkten Blattern in einer Wasserstoffatmosphire. 








Blitter + H,O 








co, 0,9 


Blitter + neutr. mol. 
Brenztraubensiiure 


1,6 





Differenz 


0,7 


(Der Versuch wurde mehrmals mit ungefiihr denselben 


Kirgebnissen wiederholt.) 


b) Versuche betreffs Einwirkung von Mazerationssaft trockner 


labaksblatter auf Pflanzensduren unter halbanaeroben Bedingungen. 
Zu diesen Versuchen wurden jedesmal 10 g Tabak mit 


50 ecem Wasser mazeriert. 


Tabelle 20. 


5 ccm dieses Mazerationssaftes und 


Versuch betr. Abspaltung von CO, aus Carbonsiuren unter 
halbanaeroben Verhiltnissen.') 








Kontrolle 
Malonsiiure 
Apfelsiure . 
Bernsteinsaéure 
Oxalsaiure 
Mssigsiure . 


Kontrolle 
Ameisensiiure . 
Weinsiure . 


Kontrolle 
Brenztraubensiiure 
Buttersiiure 
Valeriansiiure . 


Kontrolle 
Malonsiure . 
Milchsiure . 


eee 





—— 








0,5 0,3 
1,3 1,5 
1,5 1,4 
1,5 1,3 
0,6 0,5 
0,6 0,4 
If 

0,6 0,6 
1,0 1,0 
1,1 0,7 
lil 

0,9 0,5 
1,5 1,5 
0,9 1,0 
0,6 0,6 
IV 

0,5 0,3 
1,7 1,7 
0,6 0,9 








') Bei einer und derselben 'l'abaksorte. 








Difterenz 





Mittel 
0,4 8 
1,4 1,0 
1,45 1,05 
1,4 1 
0,55 0,15 
0,5 0,1 
0,6 — 
1,0 0,4 
0,9 0,3 
0,5 - 
1,5 1,0 
0,95 0,45 
0,6 0,1 
0,4 
1,7 1,3 
0,75 0,85 
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5 ccm der jeweiligen Saure (in m/1-Konzentration) wurden neu- 
tralisiert und 5 ccm saures m/15-Phosphat als Puffer hinzu- 
gegeben. Dieses Gemisch wurde in dicht verschlossene Wasch- 
flaschen getan, mit Thymol und Toluol versetzt und 24 Stunden 
bei 37° gehalten. Als Kontrolle wurde dieselbe Menge Maze- 
rationssaft + Puffer, aber ohne die jeweilige Pflanzensiiure ver- 
wandt. Nach Ablauf von 24 Stunden wurde die gebildete 
Kohlensiiure mit Wasserstoff ausgetrieben, in n/10-Ba(OH), auf- 
gefangen und titriert. Die erhaltenen Werte zeigt die vorher- 
gehende Tabelle 20. 

Aus diesen Versuchen folgt, daB eine carboxylatische Wir- 
kung unter halbanaeroben Verhiltnissen bei Malonsiure, Apfel- 
siure, Bernsteinsiure und Brenztraubensdiure zu_ konsta- 
tieren ist. 

Ferner zeigten yon uns ausgefiihrte Versuche, daB Ma- 
zerate aus als ,gut“ oder ,,kiinstlich fermentiert“ bezeichneten 
‘Tabaken eine héchstens ganz minimale carboxylatische Wirkung 
auf Malonséure austiben, wie folgende ‘T'abelle deutlich zeigt: 

Tabelle 21. 
Versuch betr. CO,-Abspaltung aus Malonsaiure durch Maze 
rate verschiedene Tabake. 





Kon- Malon- 




















Differenz 
trolle siure 

1 Palistinensischer Tabak (als ,,sehr 

gut fermentiert’’ bezeichnet) . 0,3 0,4 0,1 
2 | Russischer fermentierter Tabak . 0,2 0,5 0,3 
3 | Chinesischer fermentierter Tabak 0,6 0,7 0,1 
4 | Amerikanischer Tabak (kiinstlich 

fermentiert) ....... 0,4 0,6 0,2 
5 | Palistinensischer Tabak (als ,,gut 

fermentiert“‘ bezeichnet). . . 0,2 0,5 0,3 

Zusammenfassung. 


Die wichtigsten Resultate, die wir aus den vorher an- 
gegebenen Versuchen ziehen kénnen, bestehen in folgendem: 

I. Bei griinem, bzw. getrocknetem Tabak wurden folgende 
Fermente vorgefunden. 
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a) eine Peptidase in Mazeraten getrockneten Tabaks. 
b) Oxydase in Mazeraten griiner Blatter. c) Peroxydase in 
Mazeraten griiner und getrockneter Blitter. Dagegen fehlte 
die Oxydase in Mazeraten getrockneter Blatter. d) Auf Ka- 
talase wurde nur in griinen bzw. getrockneten zerkleinerten 
Blittern gefahndet; sie ist in griinen Blittern viel starker 
wirksam, e) Ferner wurde in Mazeraten sowohl getrockneter 
als auch fermentierter Blatter eine fermentative Nicotinspaltung 
unter Bildung von organischen Basen und Ammoniak konsta- 
tiert. Die nicotinspaltende Wirkung geht parallel mit der 
Sauerstoffaufnahme derselben Tabake im Barcroftschen At- 
mungsapparat. Auf Carbohydrasen wurde nicht gepriift, aber 
wir kénnen darauf hinweisen, daf Amylase, Invertin und andere 
zuckerspaltende Fermente von anderen Autoren festgestellt 
worden sind. 

II. Die Sauerstoffaufnahme von zerkleinerten T'abaksblattern 
im Bareroftschen Apparat ist von mehreren Faktoren ab- 
hingig, unter denen der Feuchtigkeitsgehalt der Bliitter die 
hervorragendste Rolle spielt. Die auf mehrere Tage und sogar 
Wochen ausgedehnten Kurven der Sauerstoffaufnahme zeigen 
einen eigenartigen Zickzackgang, der nach dem Feuchtigkeits- 
gehalt schwankt. Es kénnte auch die diskontinuierliche Ent- 
stehung oxydierbaren Substrates aus hochmolekularen Pro- 
dukten an diesem unregelmiBigen Gang beteiligt sein. 

Starke Austrocknung, z. B. durch warme Wiistenwinde, 
liihrt zu einer starken Verminderung der Sauerstoffaufnahme, 
die nur unvollkommen regenerierbar ist. Die Sauerstoff- 
aufnahme wird herabgesetzt durch Quecksilbersalze, von Kisen- 
chlorid jedoch unberiihrt gelassen. Stark herabsetzend wirkt 
auBerdem KCN, wihrend neutralisiertes Nicotin unter be- 
stimmten Bedingungen etwas hemmend wirkt. Vucin, Me- 
thylenblau und Cystin sind indifferent. 

III. Die Kohlensiureabgabe (gemessen im Barcroftschen 
Apparat) geht mit der Sauerstoffaufnahme zu Beginn des 
Schattentrockenverfahrens streng parallel unter Beibehaltung 
des von der Sauerstoffaufnahme gezeigten Zickzackganges. Zu 
3eginn des Austrocknens der griinen Blatter im Schatten sind 
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die Quotienten % stets kleiner als 1, nihern sich aber nach 
2 


3 Wochen der Einheit, um diese dann ungefihr beizubehalten; 
die Kohlensiiurewerte sind dann jedoch konstant etwas héher 
als die Sauerstoffwerte. Beim Trocknen in der Sonne ist selbst 
nach 47 Tagen die Kinheit immer noch nicht erreicht, und die 
Kohlensiurewerte bleiben unter den eines” Bei 
O, 
0, 
tisch = 1, auBerdem sind die absoluten Werte beider stark 
herabgesetzt gegeniiber getrockneten oder gar griinen Blittern. 
Die Kohlensiiureausscheidung wird nicht nur durch langeres, 
langsames Trocknen geférdert, sondern auch durch Eisen- 
chlorid. Sublimat hat keine Einwirkung auf die absoluten 
Kohlensiureausscheidungswerte. KCN setzt sie herab, Methylen- 
blau und Cystin sind indifferent. 

Bei einer Ubersicht der verschiedenen Zusiitze in ihrer 
Wirkung auf Sauerstoffaufnahme und Kohlensiiureabgahe finden 
wir mithin die folgende Regelmiabigkeit: 

a) Kisensalze wirken férdernd auf die Kohlensiureausschei- 
dung und lassen die Sauerstoffaufnahme unberihrt. b) Queck- 
silbersalz setzt die Sauerstoffaufnahme ziemlich stark heral 
und liBt die Kohlensiiureausscheidung (nach 1 Stunde) un- 
beriihrt. c) KCN (neutral gepuffert) setzt Sauerstoffaufnahme 
und Kohlensiiureabgabe gleichmibig stark herab. 

IV. Aus dem Umstand, da 2°/, ige Sublimatlésungen und 
Vucin die Sauerstoffaufnahme und Kohlensiureabgabe nicht 
unterbinden, ferner aus dem Befund, daf sterile Tonkerzen- 
filtrate der Mazerationsifte die gleichen Sauerstoff- und Kohlen- 
siurewerte ergeben, ist man zu der Folgerung berechtigt, daf 
die genannten Atmungsphiinomene nicht an die Anwesenheit von 
Bakterien gebunden sind. 

V. In verschlossenen, mit Luft gefiillten Riumen (Dewar- 
gefiiBen und Exsiccatoren) findet keine Erwirmung feuchter Ta- 
bake statt; ebenso findet keine Erwirmung in mit Wasserstofi 
gefillten Riumen statt, jedoch entsteht 4mal so viel Kohlen- 
siiure als im Luftmedium. Bei der langsamen Durchleitung 
von Luft steigt die Temperatur um mehrere Grade, und das 


fermentierten Zigarettentabaken ist der Quotient - prak- 
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Verhaltnis der Kohlensiureabgabe gegeniiber der Wasserstoff- 
atmosphire kehrt sich um. In verschlossenen DewargefaBen 
tritt niemals eine Temperaturerhéhung ein, in offenen da- 
gegen stets. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Wirmetinung 
aeroben Ursprunges ist. Methylenblauzusatz bewirkt deutliche, 
wenn auch schwache Temperatursteigerung, auch bei Luft- 
abschluB. Nachherige Luftzufuhr steigert die Temperatur sehr 
stark. Sublimat verhindert eine Temperatursteigerung nicht, 

VI. Von den gewohnlich als Atmungsfermenten bezeich- 
neten fermentativen Agenzien konnten wir bis jetzt folgende 
nachweisen: ,,Zymase“'!), ferner eine carboxylatische Wirkung 
auf Brenztraubensiiure und mehrere andere Oxycarbonsiuren. 

VII. Um bei den mit der aeroben Atmung der Tabaks- 
blitter verkniipften Lebensvorgiingen Wiirme als solche nach- 
zuweisen und zusammenzuhalten, sind folgende Bedingungen 
notig: 

a) Grobe Mengen an Atmungsmaterial in méglichst kleinen 
Riumen, 

b) Optimaler Feuchtigkeitsgehalt. 

c) Vermeidung der Durchleitung gréBerer Gasmengen bzw. 
mu starker Durchliiftung.?) 


Iti, Theoretisehes, 


Die Diskussion itber die Frage, ob ein Zusammenhang 
zwischen der Aerobiose und der Anaerobiose im allgemeinen zu 
Recht besteht, erfuhr eine bedeutende Ausdehnung durch die 
Untersuchungen von Diakonow, Kostytschew, Pfeiffer 


— 





') In Gemeinschaft des einen von uns (F.) mit Herrn Dr. R. Cohn 
(noch nicht veréffentlicht). 

*) Es geht aus diesen Darlegungen hervor, weshalb in der Praxis der 
Tabaksfermentation im Magazin diese Bedingungen durch eine Packung 
in Ballen erreicht werden. Die Vermeidung zu starker ‘Temperatur- 
erhéhungen wird durch geeignetes Umstellen der Ballen bzw. Lockerung 
der Ballen durch Entfernen von Belastungen bewerkstelligt. Hiufig 
wird umgepackt, um einen Gaswechsel herbeizufiihren, d. h. die gebildete 
Kohlensiiure fortzufiihren und frischem Sauerstoff den Zutritt zu ermég- 
lichen. 
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und Palladin. So viel wir heute beurteilen kénnen, besteht 
dariiber kein Zweifel, daB das ausschlaggebende Moment, ob 
sich die Atmung in dem einen oder in dem anderen Sinne 
abspielt, durch den Wasserstoff dargestellt wird, der primir 
in jedem Falle durch Oxydoreduktionsprozesse intermediir ge- 
bildet wird. Dieser Wasserstoff kann auf folgende Art Ver- 
wendung finden: 1. Er entweicht partiell oder total in freiem 
Zustand, wie z. B. bei der Buttersiiureg’rung des Zuckers. 
2. Er wird zur Reduktion von weiteren intermediiren Pro- 
dukten des Zuckerabbaus verbraucht; dieser Vorgang ist z. B. 
derjenige, der bei der alkoholischen Gaérung zum Endprodukt 
Alkohol fihrt. Die wichtigen Arbeiten von C. Neuberg 
erbrachten den Beweis, daB der Acetaldehyd jenes intermediiire 
Produkt ist, das hier als Wasserstoffempfinger fungiert. Wir 
wissen jedoch, daB je nach den Milieubedingungen des Gir- 
gutes als Wasserstoffempfinger auch andere intermediire Zucker- 
abbauprodukte auftreten kénnen, wobei die Giarungsprodukte 
sich zugunsten von Glycerin usw. verschieben. 3. Als Wasserstoff- 
acceptoren dienen nicht intermediire Zuckerabbauprodukte wie 
sub 2, sondern Acceptoren anderer Natur, die den auf solche 
Art gebundenen Wasserstoff dem Luftsauerstoff iibermitteln 
und entweder direkt oder iiber H,O,, zu 3 unter Vermittlung 
der Katalase, zu Wasser verbrennen. 

Dieser Fall entspricht der Aerobiose. Die friither vertretene 
Anschauung, daB es eine ,,Zymase“ gibt, die den Zucker direkt 
in Alkohol und Kohlensiure iiberfiihrt, ist ja heute lingst als 
hinfiillig erkannt, da die Uberfiihrung des Zuckers in Endprodukte 
irgendwelcher Art an die Beteiligung eines multiplen fermen- 
tativen Systems gebunden ist, in dem nur die Carboxylase 
durch C. Neuberg individuell charakterisiert und als recht 
spezifischer decarboxylierender Bestandteil erkannt wurde. Ob 
also als Endprodukt des Zuckerabbaus neben Kohlensaure und 
Alkohol andere anaerobiontische Produkte auftreten, kann nicht 
lediglich einer Zymase zugeschrieben werden; vielmehr hingt 
die Frage, ob aerobiontische oder anaerobiontische Produkte ent- 
stehen, u. K. von folgenden Bedingungen ab: 1. Von der Natur 
des betreffenden Lebewesens bzw. Organs oder Zellart; ist 
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letztere mit keinen Acceptoren ausgeriistet, die den gebundenen 
Wasserstoff dem Luftsauerstoff iibermitteln, so ist eine Pro- 
duktion anaerober Atmungsprodukte a priori sichergestellt, es 
sei denn, daB der Wasserstoff vollstiindig oder teilweise in 
freiem Zustande entweicht. 2. Die betreffende Zellart vermag 
ausschlieBlich an die soeben erwihnten Wasserstoffacceptoren 
Wasserstofi zu iibertragen, nicht aber auf intermediare Zucker- 
spaltungsprodukte. Dieser Fall diirfte in tierischen Geweben 
eintreten, wo anaerobiontische Endprodukte bisher unbekannt 
sind. 3. Ks bestehen beide Méglichkeiten zu Recht. In diesem 
Fall wird der Weg, den die Atmung beschreitet, von den von 
auBen dargebotenen Bedingungen abhingig sein, ferner kommen 
im Zustande des ungestérten Lebens auch interne regulative 
Kinfliisse zur Geltung, die den AtmungsprozeB nach der einen 
oder anderen Richtung verschieben. EKnergiegewinnung und 
Zellaufbau werden miteinander im Gleichgewichte stehen und 
den erwihnten regulatorischen Faktoren unterworfen sein, Daf 
die héhere Pflanze einerseits Zucker total verbrennen kann, 
ist langst bekannt, daB sie aber auch andererseits Alkohol zu 
produzieren vermag, hat zum erstenmal Stoklasa festgestellt. 

Auf welche Weise wir uns den Mechanismus vorzustellen 
haben, unter dessen Mitwirkung die Wasserstoffmobilisierung 
vor sich geht, und wie es zur Ubertragung kommt, bildet 
heute zunichst noch den Gegenstand lebhafter Diskussionen. 
Wieland ist der Anschauung, da ein Wasserstoffmolekiil 
vorziiglich aus der Hydratform der Aldehyde abgespalten und 
iibertragen wird, indes das Aquivalente Sauerstoffatom die 
Aldehydogruppe zur Carboxylgruppe oxydiert. Der Wasser- 
stoff soll mit einem Molekiil Sauerstoff, der von auBen zu- 
kommt, H,O, bilden, das sodann der Katalasewirkung anheim- 
fallt, wobei ein Atom Sauerstoff wieder in Freiheit gesetzt wird. 

Im Endefiekt der Oxydation einer Aldehydgruppe finden 
wir also die Aufnahme von einem Atom Sauerstofi entsprechend 
einem Molekiil H,. 

Demgegeniiber stellt sich Palladin die Aerobiose durch 
Aktivierung des Wassers vor, wodurch einerseits Wasserstoff 
frei entbunden und auf Wasserstoffacceptoren iibertragen wird, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXII. 3 
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indes der Sauerstoff eine Anlagerung an oxydable Zucker- 
spaltungsprodukte erfahrt. Als Wasserstoffacceptoren im aeroben 
Atmungsprozeh betrachtet Palladin gewisse Atmungschromo- 
gene, die leicht zu Leukokérpern reduziert werden. (Die sog. 
Cannizzarosche Reaktion ist wohl nichts anderes als der 
chemisch formulierte Effekt der erwihnten Oxydoreduktions- 
vorginge.) Die theoretische Ansicht, daf die Aktivierung des 
Wassers im Mittelpunkt der Oxydoreduktion steht, ist von 
vornherein aus dem Grunde bestechend, weil wir in diesem 
Falle die biochemischen Vorgiinge in ganz allgemeiner Weise 
durch Wasseraktivierungen erkliren kénnen. Hydrolytische 
Fermentsysteme bewirken eine Aktivierung in dem Sinne 
H,O = H+ 0H, dissimilatorische Fermentsysteme dagegen eine 
solche durch Zerfall in H,+ 0. Erfolgt die Ubertragung dieser 
Elemente des Wassers gleichzeitig innerhalb des gleichen orga- 
nischen Molekiils, so vollziehen sich Umwandlungen wie die des 
Glycerinaldehyds in Methylglyoxal. Erfolgt die Ubertragung 
an zwei verschiedene Molekiilgattungen, so erhalten wir Pro- 
dukte der inneren Oxydoreduktion, wie Alkobol und Brenz- 
traubensiure zugleich bei der alkoholischen Girung. Der Weg 
der Aerobiose fiihrt, wie schon erwaihnt wurde, den Wasserstofi 
jenen Acceptoren entgegen, die seine Verbrennung zum Wasse1 
bewirken. 

Nach O. Warburgs Ansicht findet die Oxydation im 
lebenden Milieu unter Mitwirkung aktivierten Eisens statt. Die 
ubiquitére Beteiligung dieses letzteren wiirde mit der Annahme 
eines unabhiingig von den zu oxydierenden Stoffen konform 
gebauten fermentativen Oxydationssystems sehr gut in Einklang 
stehen, d. h. wenn wir stets an der Zufiihrung von Luftsauer- 
stoff zu den gleichen Wasserstoffacceptoren festhalten. Ob die 
Infreiheitsetzung des Wasserstoffs nach der Wielandschen oder 
Palladinschen Vorstellung erfolgt, kann heute nicht ent- 
schieden werden. Ferner spricht noch ein anderes Moment 
fiir die ausschlieBliche Zufiigung des Luftsauerstoffs an den 
an Wasserstoffacceptoren lose gebundenen Wasserstoff. Es gibt 
Aaltere Beobachtungen, die besagen, da’ nach Unterbindung der 
Wasserstoffzuleitung bei héheren Pflanzen die Neuzufuhr vor 
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Luft eine rapide Steigerung der Kohlensiureentwicklung her- 
beifihrt. Dies spricht dafiir, daB sich leicht verbrennbare 
Produkte der anaeroben Atmung angesammelt haben, die plétz- 
lich verbrennen. Da weder Alkohol noch Acetaldehyd, d. h. 
die niedersten unter den anaeroben Zuckerspaltungsprodukten 
leicht verbrennen, so muB man auch hier an die Wasserstoff- 
molekiile denken, die an die Wasserstoffacceptoren lose ge- 
bunden sind. 


Unsere Versuche zeigen uns den Fall der Atmung, in 
dem eine Anaerobiose zwar kombiniert mit der Aerobiose auf- 
tritt, jedoch die Intensitaét der ersteren in Tabaksblittern sehr 
stark zuriicktritt gegeniiber der Intensitét der Atmung bei 
Luftanwesenheit. Nichtsdestoweniger geht aus der Bildung 
von Aldehyd auch bei Luftdurchleitung (Versuch 8.25) hervor, 
das neben der totalen Verbrennung des Zuckers auch eine 
Anaerobiose vollzogen wird. Der Aldehydnachweis ist fast 
negativ, wenn eine Wasserstoffatmosphiire erzeugt wird. Da 
jedoch in letzterem Falle die Jodoformreaktion recht betriacht- 
lich ist, so darf auf die Entstehung von Alkohol geschlossen 
werden. Immerhin sind aber die gemessenen CO,-Werte im 
Wasserstoffversuch so gering, daB an eine bedeutende An- 
aerobiose unter unseren Versuchsbedingungen nicht gedacht 
werden kann, 


Aber noch viel geringer sind die anaerobiontischen Kohlen- 
siureziffern, wenn lediglich LuftabschluB ohne Ersatz mit 
Wasserstoft herbeigefiihrt wird. Tabelle 18 zeigt, daB dann 
die CO,-Werte etwa 4mal kleiner sind als im Wasserstofi- 
versuch und etwa 16mal kleiner als bei Durchleitung von Luft 
nach langerem LuftabschluB. Von einer Wairmeentwicklung ist 
selbst im Wasserstofiversuch keine Rede. Dabei konnten auch 
wir die Beobachtung machen, daB diese Temperaturerhéhung 
besonders rasch erfolgt, wenn wir eine Zeit hindurch fiir Luft- 
abschluB gesorgt hatten. 

Es besteht also kein Zweifel dariiber, da nicht der an- 
aerobe Vorgang, selbst unter der optimalen Bedingung, die ibm 
eine Wasserstofiatmosphire verschafft, die Warmeténung her- 
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vorruft, sondern ,,labile Zwischenprodukte“, d. h. offenbar der 
freie an Acceptoren gebundene Wasserstofi. 
Betrachten wir auf der anderen Seite die Verhaltnis- 


om Co. . . . . - 
ziffern —,*, wie sie sich aus den Versuchen im Barcroft- 


apparat ergeben. 
Bei der langsamen ‘Trocknung im Schatten (Tabelle 6) 
sehen wir, daB die absoluten Werte der O-Aufnahme bzw. 


CO,-Abgabe sehr stark schwanken, das Verhiltnis “ jedoch) 


zu Beginn der Trocknung, d.h. in der Zeit von 3 Wochen (durch- 
schnittliche Tagestemperatur 22°) innerhalb recht enger Grenzeun, 
nimlich 0,6—0,84 schwankt (in einem Fall wurde ein Minimal- 
wert von 0,43 erreicht, welcher Wert gleichzeitig den héchsten 
absoluten Werten entspricht). In der 4. Woche erreicht so- 


dann der Quotient _ * den Wert 1 und iiberschreitet ihn bis 
auf 1,18. : 

Zunichst sind schon die Schwankungen der absoluten 
Zahlen recht auffallend; sie hangen im Schattenversuch vor- 
ziiglich mit der Schwankung der Luftfeuchtigkeit und dem 
Wassergehalt der Blatter (éfters tritt starker Nachttaufall i 
Palaistina ein) zusammen, indem die Héchstwerte auch beim 
Héchstwert des Wassers erreicht werden. Im Schatten — 
Sonnenversuch dagegen sind die Verhiltnisse nicht so regel- 
maBig, aber auch nicht so ibersichtlich und vom Schatten- 
versuch in mancher Hinsicht abweichend. Insbesondere wird 


hier = = 1 selbst nach 47 Tagen nicht erreicht. 


Wie kénnen wir uns die schwankenden Werte des Quo- 
% 


tienten = erklaren? Es ist bekannt, daB der Wert dieses 


(Juotienten bei der vollstindigen Verbrennung des Zuckers zu 
Kohlensiure und Wasser den Wert 1 annimmt, indes er be! 
der Anaerobiose gleich oo wird. Bei der Verwandlung eines 
Aldehyds in eine Carbonsiure und Verbrennung des abgespal- 
tenen Wasserstofis zu Wasser miiBte der Wert des Quotienten 
bei vollstiindiger Decarboxylierung der entstandenen Carbon- 
siure gleich 2 sein. Wiirde somit Methylglyoxal in Brenz- 


¥ 
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traubensaure und letztere in Acetaldehyd iibergefiihrt werden, 
so ware dazu ein Atom O ndtig, und es wiirde ein Molekiil CO, 
entweichen. Da unsere Werte im Stadium der anfinglichen 
Trockenperiode unter der Kinheit liegen, so kann dies nur 
durch die Annahme erklart werden, dab die beim anaerobion- 
tischen Zuckerabbau entstehenden Oxycarbonsiuren nur un- 
vollstiindig decarboxyliert werden. Man mu8 mit anderen 
Worten an ihre Kumulierung in irgendeiner Form denken, 
insbesondere an die Méglichkeit, daB bei der nur partiellen 
Herabsetzung der Lebenserscheinungen, wie sie dieser Anfangs- 
trocknung entspricht, die Uberfiihrung von Ketosiiuren wie der 
Brenztraubenséure in Aminosaiuren sehr wohl zu Recht be- 
stehen kann. Erst wenn diese Aufbaufihigkeit infolge weit- 
sehender Wesensveriinderung verloren geht, erreicht der (uo- 
tient den Wert 1. Hier werden keine Carbonsiiuren mehr 
gespeichert; nach den erreichten Werten, die iiber 1 liegen, 
zu urteilen, scheint sogar ein UbermaB von Decarboxylierung 
zu erfolgen, weil eventuell aufgespeicherte Aminocarbonsiuren 
usw. dem Zerfall unterworfen werden. 


Y 


Praktisch gesprochen legt der Quotient bei einer 


vorsichtigen Austrocknung der Tabaksblitter im Schatten, d. h. 
unter Ausschlu8 von intensiven photochemischen Einfliissen, in 
der Nihe von 1. Und auch der fermentierte Tabak des Handels 
weist hiufig diesen Wert auf; wiewohl hier die absoluten 
Zahlen bei unserer Versuchsanstellung viel niedriger sind als 
beim Material, das den FermentationsprozeB noch nicht durch- 
gemacht hat. 


Kine interessante Tatsache besteht in der Beschleunigung 
der CO,-Abgabe in Gegenwart von Eisenchlorid. DaB die 
O-Aufnahme durch dieses nicht verstarkt wird, muf keines- 
wegs als Widerspruch zu den Erfahrungen O. Warburgs ge- 
deutet werden, da die bei der Oxydation beteiligten aktiven 
Oberflichen mit der geeigneten Form des katalytischen Hisens 
gesittigt sein kénnen. Die Verstiirkung der CO,-Abgabe ohne 
Beeinflussung der O-Aufnahme besagt, daB sich der Quotient, der 
im Versuch S.16 etwa gleich der Kinheit war, von dieser sehr 
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stark nach oben zu entfernt.’) Mit anderen Worten: Es wird 
die Decarboxylierung vorhandener Carbonsiiuren bzw. Amino- 
carbonsiuren stark beschleunigt. Die Decarboxylierungsprozesse 
sind also von der O-Aufnahme weitgehend unabhingig. Wir 
kénnen dies wie folgt zum Ausdruck bringen: Da die Atmungs- 
kurven ergeben haben, daB zu Beginn des Austrocknens der 


Blatter = innerhalb enger Grenzen schwankt, somit eine 
2 


Symbasie zwischen O-Aufnahmen und CO,-Abgabe besteht, da 


andererseits die Decarboxylierung wegen = 2 <1 nur eine 
2 


partielle sein kann, so besteht zwischen der Dehydrierung und 
der Decarboxylierung des gleichen Molekiils ein annahernd 
konstantes Intensititsverhiltnis, wobei jedoch die Decarboxy- 
lierung zuriickbleibt. Katalysatoren wie EHisenchlorid, kénnen 
jedoch letztere bedeutend férdern. 

Wesentlich anders mu8 man die Herabsetzung der O-Auf- 
nahme in Gegenwart von Sublimat deuten. Die CO,-Abgabe 
wird hier wenig alteriert, wohl aber die O-Aufnahme be- 
deutend herabgesetzt. Da der Quotient gerade 2 betragt, so 
miiBte man annehmen, da8 hier die Decarboxylierung eines 
Molekiils CO, gerade der Abspaltung von einem Molekil H, 
(gleich einem Atom QO) entspricht, d. h. daB keine Speicherung 
von Carbonsiiuren stattfindet. 

KCN setzt die gesamte Lebenstitigkeit, nicht nur O-Auf- 
nahme, sondern auch CO,-Abgabe herab; die Quotienten ver- 
indern sich nur wenig. 

Es ist jedoch zu betonen, daB diesen Versuche mit EKisen- 
chlorid, Sublimat und KON an bereits weitgehend getrocknetem 
Material yorgenommen worden sind, dessen Atmungskoeffizient 
praktisch gleich 1 war. Bei der kommenden Ernte von griinem 
Tabak wird man zu untersuchen haben, ob der HinfluB der 


genannten Zusiitze auch wihrend des Trocknungsvorganges, 
co, 
O, 
nicht ausgeschlossen, daB in jenem Stadium, in dem noch eine 





solange kleiner als 1 ist, der gleiche ist. Es ist namlich 





) Nach vorliegenden analytischen Angaben ist der Gehalt der 
Tabakblitter an aufgespeicherten Aminocarbonsiuren sehr groB. 
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Speicherung von Carbonséuren in irgendeiner Form stattfindet, 
der Kinflu8 ein anderer ist. Jedenfalls mu8 man sich davor 
hiiten, bloB aus der GréBenordnung des Quotienten irgend- 
welche SchluBfolgerungen auf die vor sich gehenden Prozesse 
zu ziehen. Viel wichtiger ist es, die Verinderung des Quo- 
tienten mit dem Wechsel der dargebotenen Bedingungen zu 
verfolgen. 

SchlieBlich soll die Frage der Wirmeentwicklung bei der 
Durchliiftung von Tabaksblattern nochmals berihrt werden. 
Uber die Herkunft dieser Wirmeténung wurde schon oben 
sesprochen. Merkwiirdig ist der Befund, da Methylenblau 
auch bei Luftabschlu8 eine, wenn auch gegeniiber den normalen 
Bedingungen stark herabgesetzte Erwirmung herbeifiihrt (Ver- 
such T'abelle 17). Da Methylenblau an sich ein Wasserstoff- 
acceptor ist, so kénnte die Entstehung von Wirme in seiner 
Gegenwart auf zwei Wegen gedeutet werden: 1. Durch eine 
starke Férderung der Dehydrierung (bzw. im Sinne von Palladin 
der Wasseraktivierung) dank der Anwesenheit von groBen 
Mengen eines Wasserstoffacceptors. In diesem Falle miiBte 
es unter O-AbschluB zu einer bedeutenden Ansammlung von 
anaerobiontischen, jedoch nicht reduzierten Zuckerspaltungs- 
produkten kommen. 2. Durch die Annahme, daf die Anlage- 
a des frei gewordenen H an das Methylenblau und die 

Uberfiihrung des letzteren in Leukomethylenblau eine _be- 
deutende Wiarmeténung besitzt. Die Entscheidung dariiber, 
welchen dieser beiden Méglichkeiten eine Realitit zukommt, 
muB kiinftigen Versuchen vorbehalten bleiben. Schon jetzt kann 
aber darauf hingewiesen werden, dab unter der sub 1 aus- 
gesprochenen Annahme eine bedeutende Vermehrung der Sauer- 
stoffaufnahme in Gegenwart von Methylenblau zu erwarten 
wire. Wie der Versuch 8.17 dartut, ist dies keineswegs der 
Fall: Methylenblau beeinflu8t weder Sauerstoffaufnahme noch 
Kohlensiureabgabe; dies spricht fiir die Wahrscheinlichkeit der 
sub 2 ausgesprochenen Ansicht. Selbstverstandlich betrachten 
wir diese Anschauungen noch keineswegs als bindend. Ins- 
besondere michten wir die Frage, ob die im Vergleich zur 
Sauerstoffaufnahme geringe Kohlensiureausscheidung, wodurch 





4Q A. Fodor und A. Reifenberg, Atmungserscheinungen usw. 


der Faktor og kleiner als 1 wird, wirklich auf eine vermehrte 
2 


Speicherung von Carbonsiuren zuriickzufiihren ist, vorliutig 
offen lassen. Es ist auch denkbar, daB der Mehrbedarf an 
Sauerstoff durch einen Vorrat von oxydablen Substanzen in 
den Blattern hervorgerufen wird, unter den z. B. das Nicotin 
sicher eine Rolle spielt. Aber auch Umwandlungs- bzw. Zer- 
stérungsprodukte des Chlorophylls kénnten als Sauerstoffkonsu- 
menten auftreten. 

Weitere Untersuchungen iiber diesen Gegenstand werden 
vielleicht geeignet sein, diese Verhiiltnisse naher zu beleuchten. 
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Von 


Felix Haurowitz. 


Aus dem Institut fir EiweiBforschung der Universitat Heidelberg.) ') 


Der Redaktion zugegangen am 6, Oktober 1924.) 


Die im folgenden zu beschreibenden Versuche zur parti- 
ellen Hydrolyse wurden auf Anregung von Herrn Geheimrat 
Kossel unternommen. Sie griinden sich auf dessen unver- 
ffentlichte Beobachtungen am Sturin und an der Globin- 
albumose (vgl. Abschnitt 2 des experimentellen 'Teiles), nach 
denen durch Kinwirkung sehr starker Schwefelsiure (70 Vol.-°/,) 
bei 40° nur langsam und schonend partielle Hydrolyse des 
Proteins eintritt. Auf Anregung von Herrn Geheimrat Kossel 
sollte nun das histidinreiche Globin derart partiell hydrolysiert 
werden, um dann durch Anwendung histidinfaillender Mittel 
das Hydrolysat zu fraktionieren und, wenn méglich, ein histidin- 
reiches Peptid zu isolieren. Das Globin erschien zu solchen 
Versuchen besonders geeignet, weil es nach den Analysen von 
Abderhalden’) reichlich Histidin enthilt, namlich 10,96°/, 
Histidin neben 5,42°/, Arginin und 4,28°/, Lysin; ferner weil 
sich die freie Aminosiure Histidin durch eine groBe Zahl von 
Reagenzien aus einem Gemisch von Aminosiuren elektiv fallen 
liBt. Dies gilt nach Kossel und Patten’) fiir die Fallung 
mit Mercurisulfat in schwefelsaurer Lésung, nach Kossel und 


1) Die experimentelle Bearbeitung wurde im Institut fiir Eiweib- 
forschung in Heidelberg begonnen und im Deutschen med.-chem. Institut 
in Prag zu Ende gefihrt. 

’) KE. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 37, S. 493 (1902). 

*) A. Kossel u. A. Patten, ebenda Bd. 38, S. 39 (1903). 
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Kutscher}) fiir die Fallung mit Silbernitrat (oder Sulfat) in 
schwach barytalkalischer Lésung und nach Steudel*) und 
Brigl’) fiir die Fallung mit Pikrolonsiure. Die genannten 
Fallungen gestatten bekanntlich eine Trennung des Histidins 
von Arginin und Lysin, wahrend eine solche von den Monoamino- 
siiuren durch Phosphorwolframsiure bewirkt wird. Es erschien 
von vornherein wahrscheinlich, daB die genannten Fallungsmitte! 
nicht nur Histidin, sondern auch histidinhaltige Peptide fallen 
und so deren Reindarstellung gestatten wiirden. Es sollte auf 
diese Weise die Verkettung des Histidins im Globinmolekiil 
niher untersucht werden. 

Die partielle Hydrolyse des Globins ist schon friher von 
Kirbach*) ausgefiihrt worden; es wurde dabei im Sinne der 
Siegfriedschen Anschauungen nach einem Kyrin, also einem 
Komplex, der mehrere basische Aminosiuren enthilt, gefahndet 
und tatsiichlich ein solches isoliert. Die Hydrolyse erfolgte 
nach Kirbach durch 12,5°/,ige HCl bei 40°, die Fallung des 
Kyrins durch Phosphorwolframsiure; sein Kyrin lieferte bei 
totaler Hydrolyse 2 Molekiile Histidin, 1 Arginin, 2 Lysin und 
4 Glutaminsiure. Kirbach sah sein Kyrin als einheitlich an, 
weil es bei Umfillung mit Alkohol seine Zusammensetzung 
nicht fanderte und weil es im Gegensatz zu seinen Spalt- 
produkten keinerlei optische Aktivitit aufwies. Levene®) und 
seine Mitarbeiter haben jedoch spiter gezeigt, daB die durch 
fihnliche Methoden aus Glutin und Casein erhaltenen Kyrine 
nicht einheitlicher Natur, vielmehr Gemenge von Peptiden 
sind. In gleicher Weise gelang auch im folgenden dieser 
Nachweis fiir das Kirbachsche Kyrin. Es besteht aus einem 
durch Silberbaryt fallbaren und einem durch diese Reagenzien 
unfaillbaren Anteil. Es lat sich ferner durch HgSO, frak- 
tionieren und besteht aus einem Gemenge niederer, zum Teil 


1) A. Kossel u. F. Kutscher, ebenda Bd. 31, S. 170 (1900). 
*) H. Steudel, ebenda Bd. 37, S. 220 (1902). 

*) P. Brigl, ebenda Bd. 64, S. 339 (1910). 

‘) H. Kirbach, ebenda Bd. 50 S. 129 (1906). 

*) P. Levene u. F. Birchard, J). of Biol. Chem. Bd. 13, S. 


~ 


7 


27 
(1912/13); derselbe und van der Scheer. ebenda Bd. 22, S. 425 (1915). 
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histidinreicher, zum Teil histidinarmer Peptide. Nach dem 
tesultat der Formoltitration sind hier etwa je 2 bis 3 Amino- 
siuren zu einem Peptid vereinigt. Beim Nacharbeiten der 
Kirbachschen Methode konnte die auffallende Tatsache be- 
stiitigt werden, dab die Phosphorwolframsiiure aus dem parti- 
ellen Hydrolysat viel weniger Histidin und auch viel weniger 
\rginin und Lysin fallt, als etwa aus dem 'Totalhydrolysat des 
Globins. Ein grofSer Teil der Basen entgeht also dieser fir 
‘reie Basen quantitativen Fallung, so daB man annehmen 
muB, daB die genannten Stoffe mit ihren basischen Valenzen 
an andere Aminosiiuren gebunden sind. Daher erwies sich 
bei den folgenden Versuchen die Phosphorwolframsiure als 
wenig geeignetes Fraktionierungsmittel. 

Bei dem Versuch zur Isolierung eines Histidinpeptids 
wurde so vorgegangen, da der reine Blutfarbstoff, der nach 
der Methode Heidelbergers’) von den Stromasubstanzen be- 
freit war, mit 70 vol.-°/,iger H,SO, 4—5 Tage bei 40° 
stehen blieb. Es wurde dann neutralisiert, in einigen Ver- 
suchen durch NaOH, in anderen durch Ba(OH),. Im letzteren 
Falle wurde gleichzeitig durch den Baryt die groBe Menge 
H,SO, entfernt. Die in Lésung gegangene prosthetische 
Gruppe wurde in beiden Fallen mit kleinen Mengen Baryt 
als Bariumsalz des stets gebildeten Porphyrins niedergeschlagen. 
Die vollkommen farblose iiberstehende Fliissigkeit wurde zur 
Gewinnung des Histidinpeptides verwendet. Nach Fraktionie- 
rung mit verschiedenen Reagenzien wurde in den erhaltenen 
Fraktionen einerseits der Gesamt-N, andrerseits Histidin be- 
stimmt. Nach dem Ausfall dieser Versuche erwies sich zur 
Gewinnung histidinreicher Fraktionen als besonders geeignet 
die Fillung mit HgSO, in schwach schwefelsaurer oder in 
sodaalkalischer Lésung, weniger gut die Fallung mit Silber- 
baryt und die Elektrodialyse, ungeeignet die Fallung mit Phos- 
phorwolframsiure, mit Pikrolonsiiure und die Fraktionierung in 
einen mit Silbersulfat bei schwach und bei stark alkalischer 
Reaktion fallbaren Teil, also in eine ,,Arginin“- und eine ,,Histi- 
din“fraktion. 





'! M. Heidelberger, Jl. of Biol. Chem. Bd. 53, S. 34 (1922). 
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Das durch Fallung mit HgSO, bzw. Ag,SO, in einer Aus- 
beute von 4°/, erhaltene histidinreiche Peptid war leider in 
allen Fallen amorph und es gelang weder durch Behandlung 
mit Alkohol, Aceton, Methylalkohol, noch auch durch Uber- 
fiihrung in das Silber-, Quecksilber-, Kupfersalz, in das Pikrat, 
Pikrolonat und Phosphorwolframat ein krystallinisches Prii- 
parat zu erhalten. Da8 trotzdem ein einheitliches Priparat 
vorlag, ergibt sich mit gré8ter Wahrscheinlichkeit daraus, dai 
bei Fallung mit der Hialfte der berechneten Menge Silbersulfat 
(und Baryt) zwei Fraktionen erhalten wurden, die sich in allen 
untersuchten Eigenschaften vollkommen glichen. Zu diesem 
Zweck wurden méglichst verschiedene Eigenschaften quantitativ 
bestimmt, und zwar die optische Drehung in salzsaurer Lésung, 
der Gesamt-N-Gehalt, das Bromadditionsvermégen und die 
Intensitaét der Paulischen Diazoreaktion. 

Das so gewonnene und als einheitlich gekennzeichnete 
Praparat lieferte bei der totalen Spaltung durch Hydrolyse 
68°/, Histidin-N und 32°/, Monoaminosiuren-N (einschlieb- 
lich kleiner Mengen Ammoniak und Huminsubstanzen). Es 
enthielt weder Arginin, noch auch Lysin. Der Stickstoff der 
Monoaminosiiuren entfiel zum gréBten Teil, vielleicht aus- 
schlieBlich, auf Leucin und Prolin. Die Bestimmung der freien 
Amidogruppen nach van Slyke und nach Sérensen, sowie 
die N-Methylzahl nach Edlbacher ergaben iibereinstimmend, 
daB auf eine freie NH,-Gruppe etwa 5—6 weitere N-Atome 
kommen. Die Klementaranalyse ergab 56,0 °/, C, 6,50°/, H, 
15,4°/, N, keinen Schwefel, ber. 21°/, O. Die spezifische 
Drehung war [a]j,” = — 7,4°. Das Praiparat war weder durch 
Trypsin, noch auch durch Erepsin, auch nicht durch aktiviertes 
Trypsin spaltbar. Es war 4uBerlich ein weibes, in Wasser 
zerflieBliches stark hygroskopisches Pulver, unléslich in Alkohol, 
Ather oder Aceton. Durch Ferrocyankalium—Essigsiiure oder 
durch Tannin—Kochsalzlésung war es nicht fallbar; es gab 
intensiv die Biuretreaktion, schwach die Millonsche Reaktion. 
Die Reaktionen nach Adamkievics-Hopkins, nach Molisch 
und die Anhydridreaktion nach Abderhalden bzw. Sasaki 
waren negativ, ebenso die Argininreaktion nach Sakaguchi. 
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Die Diazoreaktion war stark positiv. Das Priaparat war voll- 
kommen dialysabel und wanderte im Gleichstrom zur Kathode. 

Mit der eben beschriebenen Methode gelingt es also, aus 
dem Gemenge der bei partieller Hydrolyse erhaltenen Sub- 
stanzen bestimmte Komplexe, in unserem Falle ein _histidin- 
reiches Peptid, herauszuholen. Es ist dabei auffallend, dab 
es in keinem Falle méglich war, in diesem P[eptid freies 
Histidin oder freies Arginin nachzuweisen. Wihrend es bei- 
spielweise mit Leichtigkeit gelingt, nach totaler Spaltung 
mittels Flaviansiure das Arginin aus dem Hydrolysat zu ent- 
fernen (Kossel und Gross'), bewirkte Flaviansiure nach 
partieller Spaltung keinerlei Niederschlag. Kbensowenig ge- 
lang im partiellen Hydrolysat die Fiallung eines Histidin- 
pikrolonates. Ks scheint danach, da bei der schonenden 
partiellen Hydrolyse nicht etwa einzelne Aminosiuren ab- 
gesprengt werden, sondern daB das groBe Proteinmolekiil 
gleichmiBig angegriffen wird und zuerst in groBe, dann in 
kleinere Aggregate von Aminosiiuren zerfallt. — Um dem 
Kinwand zu begegnen, daB etwa durch die Kinwirkung der 
starken Schwetelsiure primar gebildetes freies Histidin sekundiir 
zu Peptiden zusammentreten kénnte, wurde schlieBlich reines 
Histidin dieser Einwirkung ausgesetzt. Kine Abnahme des 
freien Amino-N war dabei nicht zu verzeichnen. 


Experimenteller Teil. 
1. Analyse des Kirbachschen Globinokyrins. 


10 g trockener Blutfarbstoff wurden nach Kirbach zehn 
Tage lang bei 40° mit 12,5°/,iger HCl behandelt, die Lésung 
nach Vorschrift mit Phosphorwolframsiure behandelt, das Phos- 
phorwolframat in das Sulfat iiberfiihrt und dieses durch Al- 
kohol gefallt. Ausbeute 0,7 g Rohkyrinsulfat. 0,45 g desselben 
wurden in 8 ccm Wasser geliést und in 1 ccm der gesamte N 
bestimmt: 54 mg. Die restlichen 7 ccm wurden auf 50 ccm 
verdiinnt und nach Kossel und Kutscher mit Silber und 


a 





1) A. Kossel u. E. Gross, Diese Zs. Bd. 135, S. 167 (1924). 
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Baryt behandelt. Fiallung und Filtrat wurden von Ag und B: 
befreit, eingedampft und in je 7 ccm Wasser gelést. Kjeldah! 
ergab in der Fallung 16 mg N, im Filtrat 34 mg (umgerechnet 
auf das Ausgangsmaterial). 

Kin weiterer Versuch an einem zweiten Kyrinpraparai 
zeigte, daB der durch Silber fallbare Teil viel reicher an 
Histidin ist als das Filtrat und da auch durch HgSO, eine 
Fraktionierung in einen histidinreichen und einen _histidin- 
armen Anteil gelingt. Von 198 mg Gesamt-N waren nur 
33°/, durch Ag fillbar. Die Intensitat der Diazoreaktion, 
gemessen mit der Standardlésung nach Koéssler und Hanke 
(vgl. unten), war jedoch in der Fiallung entsprechend 210 mg 
Histidin, im Filtrat nur entsprechend 94 mg. In einem zweite1 
Versuch wurde mit HgSO, gefallt’ und durch Hydrolyse und 
Colorimetrie der Histidingehalt bestimmt. Es fanden sich in 
der Fallung 77 mg N mit 24,0 mg oder 31°/, Histidin-N, im 
Filtrat 130mg N mit 5,6 mg oder 4,3°/, Histidin-N; der 
Hexonbasen-N war 25,0 bzw. 27,8 mg, d.i. 32°/, baw. 21 °/). 
Damit ist die Einheitlichkeit des Kyrins widerlegt. 


2. Ausgangsmaterial und Bestimmungsmethoden. 


Als Ausgangsmaterial fiir diese Versuche sollte urspriinglich 
reines Globin verwendet werden. Die Verfahren zur Darstellung 
desselben aus dem Blutfarbstoff erfordern jedoch grobe Mengen 
organischer Lésungsmittel, wenn man vollkommen farblose Pri- 
parate erhalten will. Beispielsweise braucht man nach Schulz 
zur Darstellung von 100 g Globin mehrmalige Extraktion 
mit je 5 Liter Ather und 2 Liter Alkohol. Es zeigte sich 
nun, daB auf diese Methoden verzichtet werden kann, da sich 
die prosthetische Gruppe aus dem partiellen Hydrolysat leicht 
volistiindig entfernen laBt. Sie fallt nimlich — da sie als 
Porphyrin aufgefunden wird — durch Zusatz von Barytwasser 
im Gegensatz zu den Peptiden quantitativ aus. Sie li8t sich 
jedoch auch dadurch entfernen, daB man’) durch Pepsin-HC! 





1) Nach unverdffentlichten Versuchen von H. Geh. Rat A. Kossel. 
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den Blutfarbstoff in eine Albumose iiberfiihrt und in der Lésung 
derselben die prosthetische Gruppe durch Aufkochen mit 
BaCO, niederschliagt. Man erhilt derart eine farblose Lésung 
aus der durch Alkohol die Globinalbumose niedergeschlagen 
werden kann. 

In beiden Fallen, bei der Verwendung der Globinalbumose 
wie auch bei Verwendung reinen Blutfarbstoffes zur Hydrolyse, 
wurde darauf geachtet, dai die Stromata der roten Blut- 
kérperchen vor EKinwirkung des Pepsins bzw. der starken 
Schwefelsiure entfernt wurden. Dies geschah nach der Methode 
von Heidelberger’) durch Himolyse mit Toluol und Ab- 
zentrifugieren, wobei die Stromata in einer mittleren Schicht 
zwischen Toluol und Hamoglobinlésung angereichert werden, 
wihrend die reine Himoglobinlésung leicht durch Abpipettieren 
frei von Kérperchen gewonnen werden kann. Durch Zusatz 
von 50°/, Alkohol wurde aus dieser der reine Blutfarbstoff 
niedergeschlagen, abgenutscht und bei Zimmertemperatur durch 
Ausbreiten auf nicht faserndem Filterpapier getrocknet. 

Zur Uberfiihrung in die Albumosen wurden *) 30 g dieses 
Priparates oder besser 300 ccm einer 10°/,igen Hb-Lésung 
mit Pepsin unter Zusatz von 10 ccm 10°/,iger HCl 4 Tage 
lang bei 40° stehen gelassen, die Fliissigkeit dann durch ein 
Faltenfilter filtriert, der Filterriickstand (und falls das Filtrat 
noch gefirbt sein sollte auch dieses) mit einem Uberschub 
von BaCO, aufgekocht, neuerlich filtriert und mit heiBem 
Wasser gewaschen. Die vereinigten leicht gelblichen Filtrate 
werden in einer Porzellanschale eingedampft, der erhaltene 
Sirup mit Alkohol gefallt, mit Ather—Alkohol (1:1), dann mit 
Ather gewaschen und dann im Vakuum iiber H,SO, getrocknet. 
Ausbeute 20 g. 

Die derart erhaltene Globinalbumose ist stark hygroskopisch. 
Sie ist fallbar durch Ferrocyankalium—Kssigsiure, durch Na- 
Pikrat, Pikrinsiure, Alkohol, Aceton, Gerbsiure (7 g Tannin, 
10 g NaCl und 5 g Eisessig in 100 ccm Wasser), ferner durch 
halbgesittigtes Ammionsulfat; sie wird nicht gefallt durch 


1) M. Heidelberger, Jl. of Biol. chem. Bd. 53, S. 34 (1922). 
*) Nach unverdéffentlichten Versuchen von H. Geh. Rat A. Kossel. 
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Kochen, durch Bleiacetat oder durch HNO,. Die Farbreaktione:: 
nach Millon, Adamkievics-Hopkins, ferner die Biuret- 
und Xanthoproteinreaktion sind positiv, jene nach Molisch 
negatiy. 


Im Verlauf der vorliegenden Untersuchung wiederholten sich hiutig 
die Methoden zur Bestimmung des Gesamt-N, des Histidins und des 
formoltitrierbaren Stickstoffes. Ihre Beschreibung sei daher vorweg 
genommen. — Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl im Halbmikro. 
verfahren bestimmt. Die Oxydation muBte wegen der hiufig vorhan- 
denen heterocyclischen Substanzen sehr energisch vorgenommen werden. 
Sie war nach 45 Minuten anhaltendem starken Erhitzen des Mikrok6lb- 
chens, gerechnet von dem Moment der reinen Blaugriinfirbung, wic 
Kontrollversuche zeigten, beendet. Die Destillation erfolgte im Apparat 
von Parnas und Wagner in der Modifikation von Pregl’), dic 
Titration mit n/10-NaOH (koblensaurefrei) bei Anwendung von Methylro' 
und Vorlage von n/10-H,SO,. Es wurde aus Mikrobiiretten titriert, die 
in ‘/;, cem geteilt waren. 

Die Bestimmung des Histidins erfolgte, da stets nur kleine Mengen 
zur Verfiigung standen, nicht titrimetrisch nach dem von Lauten- 
schliiger beschriebenen Verfahren, sondern colorimetrisch nach 
Koessler und Hanke.?) Es wurde also nach Vorschrift mit HCl hy- 
drolysiert, HCl im Vakuum entfernt, Ammoniak durch Zusatz von Ca) 
abdestilliert, die Huminstoffe abfiltriert und mit Phosphorwolframsiure 
gefillt. Nach 48 stiindigem Stehen im Eisschrank wurde der Nieder- 
schlag abfiltriert, in NaOH gelést und mit Soda, sowie dem von den 
Autoren beschriebenen Diazoreagens versetzt. Die colorimetrische Be- 
obachtung erfolgte nach Vorschrift zwischen der 6. und 10. Minute. 
jedoch abweichend von den Autoren in einem Biirkerschen Colorimeter. 
Durch dessen Kompensationsvorrichtung, in welche das Diazoreagens 
selbst gebracht wurde, entfiel die Korrektur fiir dessen Eigenfarbe. In 
manchen Fillen war es notwendig sich schnell tiber den Histidingehalt 
eines Priiparates schitzungsweise zu orientieren. In solchen Fallen 
wurde ohne Hydrolyse direkt mit dem Reagens versetzt (stets 1 ecm 
Lésung mit 5 cem Soda und 2cem Diazolésung) und colorimetriert. 
Die erhaltenen Werte sind nur als Vergleichswerte verwendet worden 
und sind im Text dadureh kenntlich, daB die Intensitit der Diazoreaktiou 
in ,,scheinbaren mg Histidin’ ausgedriickt werden. 

Die Formoltitration wurde mit n/10-NaOH (kohlensiurefrei) un 
Phenolphthalein vorgenommen. Die zu untersuchenden Lésungen waren 





') Pregl, Die quant. org. Mikroanalyse, S. 118 (1923). 
*) K. Koessler u. M. Hanke, Jl. of Biol. chem. Bd. 39, S. 497 
(1919) und Bd. 43, S. 527 (1920). 
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stets kohlensiurefrei und mit Lackmuspapier neutralisiert, das nach 
Sdérensens') Vorschrift gewonnen war. 


3. Untersuchung des Verlaufes der partiellen Hydrolyse. 


Ks wurde die Kinwirkung von HCl und von H,SO, unter- 
sucht. Die von Kirbach angewandte 12,5°/,ige HCl hatte 
den Nachteil, daB der Farbstoff sehr langsam gelést wurde, 
daB daher die Kinwirkung der Siiure unregelmiBig erfolgte, 
indem ihr vor allem die gelésten Teilchen ausgesetzt waren. 
Zur quantitativen Bestimmung wurden 1,3 g Blutfarbstoff mit 
20 cem 12,5°/,iger HCl in einem Pulverglas bei 40° gehalten 
und nach bestimmten Zeiten die tarblose iiberstehende Fliissig- 
keit abpipettiert und durch neue HCl ersetzt und geschiittelt. 
Die abpipettierte Fliissigkeit wurde am Wasserbad eingedampft 
und der Riickstand (Chlorid) gewogen. Wir fanden: 





Nach | 12 | 24 | 36 | 48 | 60 | 84 | 96 | 120] 132] 144 | 336 


Stunden 


gewogen |0,225/0,250/0,21 [0,08 |0,035]0,10 | 0,16 | 0,14 |0,08]0,03] 0,28 
insgesamt 


= 0,225] 0,475 | 0,685 | 0,765] 0,80010,900] 1,06 | 1,20] 1,28]1,31] 1,59 
geldst ; ; 



































Der Riickstand nach 14 Tagen Hydrolyse wog 0,11 g. 


Vorversuche mit H,SO, verschiedener Konzentration ergaben uns, 
daB bei Verwendung schwacher Siiure (17,5 Vol.-°/,) ebenso wie bei HCl 
nur sehr langsam Lésung eintrat, dab dagegen starke Siure (35 bis 
70 vol.-°/,ig) schnell léste, ohne jedoch totale Hydrolyse zu bewirken. 
So gaben 0,2 g Himoglobin bei 438stiindiger Einwirkung von 2 cem 
10 vol.-°/,iger H,SO, bei 40° ein Hydrolysat, das bei der Titration nach 
Willstatter und Waldschmidt-Leitz’) in 40°, und 90°), Alkohol 
enthaltender Lésung gleiche Werte gab, woraus nach den genannten 
Autoren auf die Abwesenheit freier Aminosiiuren zu schlieBen ist (Ver- 
brauch an n/10-NaOQH 3,20 bzw. 3,22 cem). 


Zur Priifung des Verlaufes der Hydrolyse mit 70 vol.-°/, iger 
Schwefelsiure wurden 10g feinst zerriebenen Blutfarbstottes 
mit 100 com der auf 40° erwirmten Saure verriihrt, dann 

') $. P. Sérensen, Bioch. Zs. Bd. 7, S. 45 (1907). 

*) R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 2988 (1921). 
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sofort 10 ccm des dicken Breies mit der Pipette entnommen, 
der Rest bei 40° belassen, und nach 60, 100, 180, 190 Minuten, 
terner nach 8, 24, 48 und 120 Stunden und 12 Tagen je 10 ccm 
entnommen. Das entnommene Quantum wurde sofort mit 
90 com Wasser verdiinnt, mit der berechneten Menge Baryt 
zur Entfernung der Schwefelsiure und zur Herstellung schwach 
alkalischer Reaktion, so daB Lackmus eben gebliut wurde, ver- 
setzt, dann am Wasserbad auf etwa 60° erwairmt und der 
ausfallende Niederschlag von BaSQO,, der auch den Farbstofi 
enthielt, abgenutscht und mit heiBem Wasser gewaschen. Das 
mit dem Waschwasser vereinigte Filtrat wurde mit H,SO, so 
schwach angesiiuert, daB Kongopapier eben gebliut wurde, 
dann im Vakuum auf ein kleines Volum eingedampft und teils 
zur Kjeldahlbestimmung, teils zur Formoltitration verwandt. 
Wir fanden in je 100 ccm: 











Zeit 10’ | 60° | 100’] 130’] 190’] 8” | 24°] 48" | 120°/12 Tage 








mg N geldst | 3,25] 9,5 | 40,0 | 58,3 | 56,0] 81,5 | 91,4 | 94,0} 92,0] 93,0 
mg N formol 1,75 | 2,73] 7,2 | 10,9] 9,3] 17,7] 80,1 | 34,0] 35,4] 75,4 
° N formol- 


> 64 28 18 19 17 22 33 36 41 81 
titrierbar 
































Aus dem Versuch ist ersichtlich, daB die Hauptmenge des 
Proteins bereits nach 8 Stunden in Lésung gegangen und in 
Komplexe verwandelt war, die sich durch BaSO, nicht mehr 
adsorbieren und niederschlagen lieBen. Die sonderbare an- 
fangliche Abspaltung von Gruppen mit kleiner Formolzah! 
(F.-Z. = 64) lie den Verdacht aufkommen, daB anfangs freie 
Aminosiuren oder Peptide abgespaltet werden kénnten, die 
dann unter dem wasserentziehenden KEinfluB der starken 
Schwefelsiiure (70 Vol.-°/, = 129 Gew.-°/,) unter Anhydridbildung 
zusammentreten. Kin Kontrollversuch mit reinem Histidin 
zeigte jedoch, daB dieser Verdacht fiir freies Histidin un- 
begriindet ist. 


Beleg. 0,15 g Histidinchlorid wurden 4 Tage mit 10 ccm 
70 vol.-°/,iger H,SO, bei 40° behandelt, dann mit Baryt neutralisiert, 
abgenutsecht und in je 6 cem des 150 cem betragenden Filtrates nach 
Kjeldahl und nach van Slyke der gesamte und der freie Stickstof! 
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bestimmt. Verbrauch an n/10-Siiure 0,60 cem, entsprechend 0,84 mg 
Gesamt-N; Ablesung am van Slykeschen Mikroapparat 0,6 cem N, 
(korr.), entsprechend 0,34 mg Amino-N. 

Ks war ferner von Interesse, die Intensitit der Diazo- 
reaktion als Ausdruck der freien Imidazolgruppen (und des 
‘Tyrosins) wahrend der Hydrolyse zu messen. Da der un- 
gespaltene Blutfarbstoff wegen seiner EKigenfarbe eine solche 
Bestimmung nicht zulieB, wurde zu diesem Zweck ein farbloses 
Globinpraparat nach der Methode von Strauss und Griitzner}) 
dargestellt. Nach dem Ausfall des Versuches entspricht die 
Intensitit der Diazoreaktion in 1 mg unzersetztem Globin 
0,026 mg Histidin, im total hydrolysierten Priparat 0,041 mg, 
wihrend sie im partiell hydrolysierten Priparat die volle 
Stiirke von 0,12 mg Histidin erreicht. Die Hemmung der 
Diazoreaktion im Hydrolysat durch andere Aminosiuren ist 
bereits von Lautenschlager?) beschrieben worden; im par- 
tiellen Hydrolysat scheinen die hemmenden Gruppen noch nicht 
in Freiheit gesetzt zu sein, so da& die Reaktion intensiver ist. 
[Im Globin diirften hingegen die Imidazolgruppen nur zum 
Teil frei und daher reagierend sein. DaB die Diazoreaktion 
des Globins auf seine Histidin- und nicht auf seine Tyrosin- 
molekiile zuriickzufiihren ist, geht daraus hervor, daB sie bei 
Benzoylierung verschwand, wihrend im Gegensatz zu Histidin 
das Tyrosin auch nach Benzoylierung die Reaktion gibt.*) 


4. Versuche zur Fraktionierung des partiellen Hydrolysates. 


Vorversuche ergaben, daB aus dem durch die Kinwirkung 
starker Schwefelsiiure (70 Vol.-°/,) erhaltenen partiellen Hydro- 
lysat durch Mercurisulfat ein Produkt gefallt wurde, das sehr 
reich an Histidin war. Die Hydrolyse von 50g Hb erfolgte 
unter den im 5. Abschnitt (s. u.) beschriebenen Bedingungen 
durch 70 Vol.-°/, H,SO,. Das auf schwach kongosaure Reaktion 
neutralisierte Hydrolysat wurde mit 107 ccm einer 15°/ igen 
Lésung von HgSO, in 20°/,iger H,SO, gefallt, die Fallung 





' E. Strauss u. R. Griitzner, Diese Zs. Bd. 112, S.111u.167 (1921). 

*) Lautenschliger, Diese Zs. Bd. 102, S. 226 (1918). 

8) A. Kossel u. S. Edlbacher, Diese Zs. Bd. 93, S. 396 (1914/15). 
4* 
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gewaschen und mit H,S zerlegt. Das Praparat enthielt 56,5"), 
Hexonbasen-N, u. zw. 50°/, Histidin-N, kein Arginin und nur 
eine kleine Menge Lysin. Der Erfolg der Fraktionierung geht 
aus der folgenden Ubersicht hervor: 














Gesamt-N Davon formoltitrierbar Histidin-N 
Bezeichnung nanan aide 
ng vor Hydrolyse nach Hydrolyse meg 
HgSO,-Fallung 620 224 400 310 
Filtrat 7120 3040 5250 498 











Durch die Kinwirkung von HgSO, war es also gelungen, 
aus dem Gemisch der Peptide des partiellen Hydrolysates 
histidinreiche Peptide zu fallen. Auffallenderweise waren diese 
frei von Arginin und nahezu frei von Lysin. Ein unter ahn- 
lichen Versuchsbedingungen durchgefiihrter zweiter Versuch 
ergab fiir das durch Hg gefillte Priparat folgende Zusammen- 
setzung: 


Ammoniak-N. . > « ee 
MemieN . .....:. «. =SI%, 
Monoaminosiuren-N . . . 46,2°/, (u. zw. 3,25°/, Tyrosin-N) 
Diaminosiure-N. . . . . 46,2°/, (u. zw. 44,8°/, Histidin-N) 


Die Analyse wurde nach den iiblichen Vorschriften von Kosse! 
und Kutseher durchgefiihrt, Histidin nach Koessler und Hank» 
(s. 0.) und Tyrosin nach y. Fiirth') bestimmt, das ist durch colori- 
metrische Auswertung der Millonsche Reaktion. 

Ks wurde nun versucht, die histidinreiche, durch Hg- 
Kallung erhaltene Fraktion durch Fiallung mit Silbersulfat und 
Baryt nach Kossel und Kutscher zu fraktionieren. Wie die 
folgende Ubersicht zeigt, wurden tatsiichlich histidinreichere 
Fraktionen erhalten. 

















Dontinatie Gesamt-N | Histidin-N | Histidin-N in °/, des 
mg mg gesamten Stickstofts 
Ag-Fillung 1]... 414 250 60 
Ag-Fillung I] . . . 118 72 61 
Ag-Fiillung HI. . . 43 7 16 
2 372 180 48,5 


') O. y. Fiirth, Biochem. Zs. Bd. 154, S. 1 (1928). 
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Belege. Ein durch HgSO, gefiilltes Priparat wurde mit dem 
Doppelten der als notwendig ermittelten Menge Ag,SO, versetzt, Baryt- 
wasser bis zur schwach alkalischen Reaktion zugefiigt, dann mit CO, 
gesittigt und aufgekocht; der abfiltrierte Niederschlag = Fallung I; das 
Filtrat wurde mit Barytwasser bis zur schwachen Rosafirbung von 
Phenolphthalein versetzt (neue Fillung IJ), das Filtrat der II. Fallung 
schlieBlich mit Baryt gesiittigt und derart Fallung III und ein Filtrat er- 
halten. 


Kine ahnliche Reinigung konnte an dem oben beschrie- 
benen, durch Hg gefillten Praparat (mit 50°/, Histidin) durch 
Elektrodialyse erzielt werden. 











! Gesamt-N | Histidin-N 
Bezeichnung 
mg mg 
Anodenfliissigkeit . . 12,1 0 
Mittelfliissigkeit . . . 2,4 Spur 
Kathodenflissigkeit. . 51,3 30 


Belege. Das von Hg befreite Priparat wurde in einem kleinen 
Klektrodialysator nach Pauli mit Platinelektroden und Kollodium- 
membranen einem Strom von 220 Volt unterworfen und durch Zufuhr 
von destilliertem Wasser in die beiden ElektrodengefiBe dafiir gesorgt, 
daB die Stromstiirke 50 Milliampere nicht iiberschritt. Die Dialyse wurde 
so lange fortgesetzt, bis die Diazoreaktion negativ wurde, was nach 
36 Stunden der Fall war. 

Im Gegensatz zu der Fillung mit HgSO,, mit Ag,SO, 
und zu der Elektrodialyse erwies sich die Fallung des Pri- 
parates mit Phosphorwolframsiure als ungeeignet zur Frak- 
tionierung. Der Histidingehalt der Fillung und ihres Filtrates 
unterschieden sich nicht betrachtlich voneinander. 

Kbenso miBlangen Versuche, das durch HgSO,-Fallung 
erhaltene Praparat in Krystallform iberzufiihren. Durch Al- 
kohol, Aceton oder Methylalkohol wurden bloB amorphe Flocken 
erhalten, die stark hygroskopisch waren. Pikrolonsiure be- 
wirkte nur eine ganz geringfiigige, auf Verunreinigungen be- 
ruhende Fallung, wihrend die Hauptmenge gelést blieb, ein 
Beweis fiir die Abwesenheit freien Histidins, Auch Flavian- 
siure bewirkte keine Fallung. Durch Pikrinsaure fiel ein dliger 
undefinierter Niederschlag aus. — Durch Behandlung mit frisch 
gefalltem Kupferoxyd wurde das leicht lésliche Kupfersalz ge- 
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wonnen. Auch dieses schied sich sowohl aus Wasser als auch 
nach Zusatz von Methylalkohol amorph aus. 


5. Darstellungsmethode des Histidinpeptids. 


Aus den gewonnenen Erfahrungen ergab sich der folgende 
Gang zur Darstellung eines histidinreichen Peptids. 165 ¢ 
reines Pferdehimoglobin wurden mit 900 ccm 70 vol.-°/ iger 
H,SO, 3 Tage bei 39° im Brutschrank belassen, dann au! 
4500 ccm mit Wasser verdiinnt, mit der berechneten Menge 
Barythydrat unter Riihren und Kiithlung versetzt (etwa 3800 g 
und mit H,SO, auf p,, 7,0 angesiuert. Durch 24 stiindiges 
Stehen und 83maliges Abdekantieren des reichlichen BaSO,- 
Niederschlages, der den gesamten Farbstoff enthielt, mit je 
10 Liter Wasser, wurde eine neutrale Lésung der hydrolysierten 
Peptide erhalten, die am Wasserbad eingedunstet wurde und 
einen sirupésen, salzsarmen Riickstand hinterlieB. Dieser wurde 
in Wasser gelést und mit 50 g HgO, gelést in 15°/, iger H,SO,, 
versetzt, mit Barytwasser bis zur beginnenden Rétung von 
Phenolphthalein versetzt, der Niederschlag abzentrifugiert, au! 
der Zentrifuge mit Wasser 3 mal gewaschen, mit Schwefelsiure 
angesdiuert und mit H,S von Quecksilber befreit. Nach Ver- 
jagen des H,S wurde mit 30 g Silbersulfat bei Gegenwart von 
iiberschiissigem ungeléstem Baryt gefallt, abzentrifugiert, der 
Niederschlag mit H,S zerlegt und von letzterem befreit. Die 
Lésung wurde mit H,SO, so lange versetzt, bis sie 1°/, freie 
Saure enthielt und dann 75g Mercurisulfat (bzw. die ent- 
sprechende Menge HgO in H,SO,) zugefiigt, aufgekocht und 
schnell gekihlt. Die Hg-Fallung wurde wiederum mit H,S 
zerlegt und nach Entfernung des letzteren durch genaues Neu- 
tralisieren von H,SO, befreit und am Wasserbad eingeengt. 
Der erhaltene Sirup konnte durch Alkohol gefallt werden. 
Die Fallung wurde auf der Zentrifuge mit Alkohol, dann mii 
Ather gewaschen, der Ather im Vakuum entfernt und das 
Priiparat iiber H,SO, im Vakuum getrocknet. Ausbeute 6,76 ¢ 
eines weiBen wasserléslichen Pulvers. 
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6. Analyse des Histidinpeptids. 


Bereits die Untersuchung des blo8 durch Hg-Fiillung er- 
haltenen ungereinigten Praparates ergab die Abwesenheit freier 
Aminoséiuren. Die Abwesenheit von Arginin und Lysin ging 
aus dem Resultat des Kossel-Kutscherschen Analysenganges 
hervor, jene des freien Histidins aus der Unméglichkeit, mit 
Pikrolonsiure einen Niederschlag zu gewinnen. Zur Priifung 
auf freie Monoaminosiuren wurde das getrocknete Hg-freie 
Priparat nach E. Fischer mit absolutem Alkohol und HCl 
verestert, Alkohol und HCl abgedampft und dieser Vorgang 
3 mal wiederholt. Das Praiparat wurde dadurch in absolutem 
Alkohol leicht léslich, Es wurde nach Entfernung desselben 
im Vakuum) in wenig Wasser gelést, mit Baryt und Ather 
behandelt und der Atherextrakt nach Zusatz von HCl im 
Vakuum eingedampft. Aus 0,3789 g Ausgangsmaterial waren 
bloB 1,1 mg in den Ather iibergegangen, ein Beweis fiir die 
Abwesenheit von freien Monoaminosiuren, deren Ester be- 
kanntlich in Ather ldslich sind. Auch Anhydride (Diketo- 
piperazine) waren nicht vorhanden, da das Priparat in Essig- 
ither vollkommen unléslich war und die Pikrinsiurereaktion 
nach Abderhalden!) negativ ausfiel. 

Die weiteren Versuche wurden an Priaparaten angestellt, 
die im folgenden als ,J//, IV und V*“ bezeichnet werden; sie 
waren nach dem im 5. Abschnitt beschriebenen Verfahren ge- 
wonnen, jedoch war beim Priparat II] zwischen die Silber- 
fillung und die zweite Hg-Fallung Elektrodialyse eingeschaltet 
worden. Die Hinheitlichkeit dieser Praparate wurde durch 
fraktionierte Fallung mit Silbersulfat und Baryt gepriift. Die er- 
haltenen 2 Fraktionen enthielten 10,4 bzw. 10,1°/, N; [¢]i” war 


—7,3° bzw. —7,5°; der Siegfriedsche Quotient = war 1,56 


? 


bzw. 1,53; die Intensitiit der Diazoreaktion entsprach 36 bzw. 
33°), Histidin (scheinbar). Unter Beriicksichtigung der un- 
vermeidlichen analytischen Fehler, erscheinen somit beide Frak- 
tionen mit groBer Wahrscheinlichkeit als identisch. 





11 E. Abderhalden u. E.Komm, Diese Zs. Bd. 139, S, 184 (1924). 
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Belege. 0,5 cem einer Lésung des Préparates 1V (6,76°%), iv 
wurden mit 3°/,iger Silbernitratlésung bis zur Braunfirbung einer Tipfe!. 
probe mit Baryt versetzt; Verbrauch 2,1 eem AgNO,. 10 cem der Lésung 
des Priparates IV wurden nun mit der Halfte der berechneten Meng: 
Ag,SO, und mit einem UberschuB von Baryt nach Kossel und Kut 
scher behandelt, Fallung und Filtrat quantitativ von Ag, Ba und H,SO 
befreit, eingedampft und in etwa 10 cem Wasser gelést. Je 1cem diese 
Lésungen gaben beim Eindampfen und Trocknen bei 110° einen Riick- 
stand von 0,0659 bzw. 0,0253 g; je 1 cem erforderte nach Kjeldah' 
4,93 bzw. 1,82 cem n/10-Siiure; die Lisungen drehten im 1-dm-Rolh: 
—0,48° bzw. —0,19°; je 1 cem verbrauchten bei der Behandlung nac!: 
Siegfried und Reppin?) 3,15 ccm bzw. 1,19 cem n/10-Thiosulfat gegen 
iiber der Leerprobe; je 1 cem der auf das 400 fache verdiinnten Lisungen 
gab eine Diazoreaktion, entsprechend 0,06 bzw. 0,021 mg Histidin 
(scheinbar). Zu den Polarisationsversuchen wurden die Proben ein 
gedampft und in n-HCl gelést. 


4 


In Pradparat Il] wurde der Amino-N nach van Slyk: 
zu 18°/, des gesamten N bestimmt. Er stieg nach Total- 
hydrolyse auf 51°/,. Die N-Verteilung war (unter Vernach- 
lissigung des geringen NH,- und Humin-N): 





Histidin-N . . . . . 69°/, des Gesamt-N 
Monoaminosiiuren-N . .  31°/, ,, e 
u. ZW, Tyrosin . ‘+ » 0,3 °/, 9 99 (Verunreinigung ¢ 


Peéim ... « BTB%, ; 

Belege. 5cem der Peptidlésung (= 1,04 g Sulfat) wurden mit 
100 eem konzentrierter HCl 20 Stunden gekocht, HCl im Vakuum ent- 
fernt, NH, nach Zusatz von CaO im Vakuum bei 40° abgedampft, de: 
Riickstand abfiltriert und sorgfaltig hei’ gewaschen. Das Filtrat wurde 
nach Koessler und Hanke mit Phosphorwolframséure gefallt und 
24 Stunden bei 0° stehen gelassen. Die Fillung wurde in 250 cem NaOH 
nach Vorschrift von Koessler und Hanke gelést, die Monoaminosiiurc- 
fraktion in 200 cem Wasser; Kjeldahl in je 5 eem erforderte 1,38 bzw 
0,77 cem n/10-Séure fiir Basen bzw. Monoaminosiiuren. 

Die Basenfraktion enthielt reines Histidin, denn in 1 cem der 
auf das 30 fache verdiinnten Lésung in NaOH fanden sich nach Koessler 
und Hanke 0,049 mg Histidin (= 102°/, des nach Kjeldahl bestimmten 
Stickstoffes); die Basenlésung in NaOH wurde neuerlich mit H,SO, ge- 
fillt, durch Baryt von Phosphorwolframsiure befreit und nach Kosse! 
und Kutscher mit Silber und Baryt gefillt. Das Filtrat vom Ag- 
Niederschlag enthielt kein Lysin, denn es gab mit Phosphorwolfram- 
siiure keine Fiallung. Der Ag-Niederschlag enthielt reines Histidin, denn 


19 » A 





') M. Siegfried u. H. Reppin, Diese Zs. Bd. 95, S. 18 (1915). 
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32°/, seines Stickstoffes waren als Amino-N vorhanden; Kjeldahl- und 
van Slyke-Bestimmung in aliquoten Teilen des von Ag _ befreiten 
Histidins ergaben Verbrauch von 2,00 cem n/10-Siiure bzw. Ablesung 
von 1,6 cem N,. 

Die Lésung der Monoaminosiuren enthielt eine groBe Menge Nicht 
amino-N, der vermutlich auf Prolin zu beziehen war; in 10 cem von 
200 cem fanden wir nimlich nach van Slyke nur korr. 1,64 cem N,, 
entsprechend 0,925 mg Amino-N. Da die Millonsche Reaktion positiv 
war, verarbeiteten wir nach der Vorschrift von Koessler und Hanke!) 
auf Tyrosin und bestimmten dasselbe durch Diazoreaktion colorimetrisch. 
In 0,1 cem von 50 ccm der genau nach Vorschrift erhaltenen Tyrosin- 
fraktion fanden wir colorimetrisch 0,013 mg Tyrosin; der geringe Wert 
laBt an Verunreinigung denken; Kirbach hat bereits in seinen Ver- 
suchen zeigen kénnen, wie ziihe das Tyrosin an seinem Kyrin haftete 
und wie schwer es zu entfernen war. Der Nachweis durch Krystalli- 
sation miBlang infolge der geringen Mengen. Das Filtrat von der 
Tyrosinfallung wurde von Hg durch H,S befreit, dann wiederholt mit 
Alkohol extrahiert und die Extrakte durch Eindampfen am Wasserbad 
von Essigsiure befreit. Es wurde 3 mal mit Alkohol aufgenommen und 
der Extrakt neuerlich eingedampft, bis schlieBlich der Riickstand in ab- 
solutem Alkohol leicht und vollkommen léslich war. Zum Nachweis 
des Prolins wurde er in 10 ccm gelést und in 5 cem nach Kjeldahl 
l.58mg N gefunden (1,13 cem n/10 Saéure); in weiteren 3 cem wurde 
nach van Slyke auf Amino-N untersucht; es war jedoch kein Amino-N 
nachweisbar; die restlichen 2 cem wurden mit frisch gefilltem CuO ge- 
kocht, abfiltriert, sorgfaltig gewaschen. Die Lésung des Cu-Salzes wurde 
ain Wasserbad eingedampft, in einem kleinen Volumen Wasser gelést 
und durch H,S von Kupfer befreit. Das Kupfersulfid wurde abfiltriert, 
gewaschen und im Rosetiegel im H-Strom mit reinem Schwefel gegliht 
und 1,55 mg Cu,S auf der Mikrowage gewogen (berechnet fiir Prolin 
aus dem N-Gehalt 1,80 mg). Im Filtrat vom Kupferniederschlag wurde 
H,S durch Eindampfen entfernt; der Riickstand krystallisierte in farb- 
losen Nadeln, die durch Behandlung mit NaOH und Phenylisocyanat in 
die Phenylureidosiure iiberfithrt wurden; letztere gab beim Kochen mit 
HCl ein schwer lésliches Phenylhydantoin, das bei 140° schmolz (f. d. 
Phenylhydantoin des Prolins ist 144° angegeben). Aus dem Cu-Gehalt, 
der Abwesenheit von Amino-N, dem Schmelzpunkt des Phenylhydantoins 
und der Krystallform erscheint die Anwesenheit von Prolin sicher- 
gestellt. Bezieht man den Nichtamino-N der Monoaminosiuren ganz 
auf Prolin, so ergibt sich etwa die Halfte des Monoamino-N als Prolin-N. 

Der nach Extraktion des Prolins verbleibende Rest der Mono- 





) M. Hanke u. K. Koessler, Jl. of Biol. Chem. Bd. 50, S. 235 
u. 271 (1922); ebenda Bd. 66, S. 475 (1925). 
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aminosduren wurde der Esterdestillation nach E. Fischer unterworfen, 
wobei zum Infreiheitsetzen der Ester nach dem Vorschlag von Zelinsky ' 
PbO verwendet wurde. Die Methode erwies sich uns in Ubereinstim- 
mung mit Abderhalden?) als ungeeignet; es konnte keine Ausbeut: 
an Destillationsprodukten erzielt werden. 


Die weitere Untersuchung, die an Praparat IV vorgenomme: 
wurde, ergab die folgenden Konstanten: 
Amino-N nach van Slyke . . . 16°/, des Gesamt-N 


Permenmei wt tt te 
N-Methylzahl ........ 28 
Alkoholtitrierbarer N  . . . . . 389), = ,, ‘ 
Hexonbasen-N (Histidin) .. . hk m 


Elementaranalyse . . . . 56,0°/, C, 6,50°/, H und 15,4°/, N. 


Methodik. Es wurde nach der Vorschrift von Edlbacher’) mii 
Dimethylsulfat methyliert, dann im Mikroapparat von Pregl‘) mit den 
von Edlbacher angegebenen Modifikationen destilliert und nach Ab- 
destillieren des Jodwasserstoffs und des O-Methyls das N-Methyl dure: 
Auffangen des CH,J in Pyridin und Riicktitrieren mit n/50-AgNO, nach 
Kirpal und Bihn®) bestimmt. — Der alkoholtitrierbare N wurde nacl: 
Willstitter und Waldschmidt-Leitz durch Titration in 90° 
alkoholischer Lésung mit Phenolphthalein bestimmt. Die Differenz diese: 
Werte gegeniiber den Resultaten der Formoltitration ist auffallend und 
vielleicht durch basisch reagierenden, aber nicht formoltitrierbaren 
Imidazol-N bedingt. — Zur Elementaranalyse wurde 0,0875 g Substan: 
iiber CuO bei vorgelegter blanker Cu-Spirale verbrannt und 0,1793 bzw. 
0,0512 g H,O gewogen. 

Je 1eem des gelésten Prdparates IV (6,56°/,ige Lésung) wurde 
mit je 1 cem einer Lésung von Trypsin, von Erepsin und von aktivierte 
Trypsin + Erepsin versetzt. Die Enzymlésungen wurden nach den Vor- 
schriften von Waldschmidt-Leitz und Harteneck*) aus Schweine 
pankreas durch Adsorption mittels Tonerde Prip. ,,C“ hergestellt. Dic 
nach 1-, 5- und 24stiindigem Aufenthalt bei 30° entnommenen Proben 
zeigten weder bei Priifung mittels Alkoholtitration nach Willstitter und 
W aldschmidt-Leitz, noch bei Formoltitration nach Sérensen eine Zu- 





1) N. Zelinsky, A.Annenkoffu. J. Kulikoff, Diese Zs, Bd. 73, 
S. 459 (1911). 
*) E. Abderhalden u. A. Weil, ebenda Bd. 81, S. 226 (1912). 
5) Edlbacher, Diese Zs. Bd. 107, S. 52 (1919). 
*) Vgl. Anm. 1, S. 48. 
‘) Kirpal u. Biihn; Monatsh. f. Chem. Bd. 36, S. 853 (1915). 
5) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 


S. 286 (1924). 
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nahme freier Aminogruppen. Die Wirksamkeit der verwendeten Prii- 
parate ging andererseits daraus hervor, da8 (durch das aktivierte Trypsin) 
Fibrin in ktrzester Zeit abgebaut wurde. Die Reaktion wurde in allen 
Versuchen durch vorsichtigen Zusatz von NaOH auf p,9 gebracht. 
Die Unangreifbarkeit des Priparates fiir Enzyme diirfte auf einer Razemi- 
sierung der fiir das Ferment wichtigen Gruppen durch die starke 
Schwefelsiiure beruhen. 

Zur weiteren Untersuchung der Monoaminosiurefraktion 
wurde das Prdparat V verwendet. Dasselbe wurde mit H,SO, 
total hydrolysiert, die bloB aus Histidin bestehende Basen- 
traktion durch Silbersulfat und Baryt direkt ausgefillt und 
das Silbersalz des Histidins durch Uberfiihrung ins Pikrolonat 
zur Krystallisation gebracht. Die Monoaminosiiuren wurden 
von Ag befreit und in ihre Athylester iiberfiihrt. Die Destil- 
lation derselben lieferte blo& eine zwischen 80 und 95° bei 
13mm bzw. Hochvakuum iibergehende Fraktion. Héhere und 
niedrigere Fraktionen fehlten. Untersuchung des Destillates 
zeigte, daB dasselbe zum gréBten Teil, vielleicht ausschlieBlich, 
aus Leucin und Prolin besteht. 

Etwa ig Priparat V wurde mit der 20fachen Menge 33°/, iger 
H,SO, 24 Stunden am RiickfluBkiihler bei 130° des Paraffinbades gekocht. 
Nach der Hydrolyse wurde die Siiure durch Baryt entfernt, dann bei 
schwach schwefelsaurer Reaktion nach Kossel und Kutscher direkt 
mit Silbersulfat versetzt und durch Sittigung mit Baryt gefillt. Die 
Ag-Fallung und das Filtrat wurden in bekannter Weise durch H,S vom 
Silber befreit, durche genaues Neutralisieren der sauren Liésung mit 
Barytwasser Ba und H,SO, entfernt und auf je 100cem aufgefiillt. 
Kieldahl in je 5cem Fallung bzw. Filtrat 2,97 eem bzw. 1,56cecm n/10-Saure. 

Die Lésung der von Ag befreiten Ag-Fallung gab bereits in 0,01 cem 
intensive Diazoreaktion, keine Argininreaktion nach Sakaguchi, keine 
Fillung mit Flaviansiiure. Ein Teil derselben (47 cem) wurde mit der 
berechneten Menge Pikrolonsiure versetzt, aufgekocht, auf ein kleines 
Volumen eingeengt und am Wasserbad allmihlich erkalten gelassen. 
Dabei fielen reichlich hellgelbe prachtvoll krystallisierende Nadeln aus, 
die am Goochtiegel abgenutscht und mit wenig Wasser gewaschen wurden. 
Nach Trocknen bei 106° wurden 0,3075 g Histidinmonopikrolonat er- 
halten; Filtrat und Waschwiisser ergaben bei weiterem Einengen von 
40 cem auf 15 ecm 0,0392 g des Pikrolonates. Beriicksichtigt man die 
Léslichkeit desselben nach Brig] (in kaltem Wasser 1:500)'), so ist 
die Ausbeute befriedigend. 


') P. Brigl, Diese Zs. Bd. 64, S. 331 (1910). 


j 
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Die von Ag befreite Monoaminosiurelésung war frei von Lysin 
denn sie gab mit Phosphorwolframsiure keinen Niederschlag. Sie wurde 
durch Einleiten von trocknem HCl in absolut alkoholischer Lésung ve: 
estert und dieser Vorgang nach Abdunsten des Alkohols dreimal wieder. 
holt. Die Ester wurden aus den Esterchloriden durch die berechnete 
Menge K,CO, in Freiheit gesetzt und in absolutem Ather aufgenommen. 
Nach Behandlung mit festem NaOH wurde nochmals mit Ather auf. 
genommen. Die atherische Esterlésung wurde durch trocknes Na,S0, 
von Wasser befreit, der Ather im Vakuum bei einer —5° nicht iibe: 
steigenden Temperatur abgedampft, wobei die Vorlage durch CO,-Schne: 
und Aceton auf —80° gekiihlt wurde. Der iibergegangene Ather erwie: 
sich nach Eindampfen mit HCl als frei von (N-haltigem) Riickstand 
Die Ester wurden weiter zuerst bei 13mm, dann bei Hochvakuuw 
(weniger als 0,1 mm) abdestilliert; die Hauptmenge der Ester ging bei 
etwa 82° und 13mm iiber. Unterhalb dieser Temperatur kondensiert 
sich nichts in den kialteren Teilen. Es wurde bis 90° erwiirmt, wobe' 
noch kleine Mengen, jedoch viel weniger als bei 82° tibergingen. So 
dann wurde die Hochvakuumpumpe (Hg-Dampfpumpe nach Vollmer 
vorgeschaltet und bei etwa 0,1 mm weiter destilliert. Oberhalb 95° ging 
nichts mehr iiber. Der tibergegangene Ester wurde aus der Vorlage 
und den kilteren Teilen des Claisenkolbens mit Alkohol herausgelist 
und nach Abdunsten des Alkohols am Lichtbade mit konzentrierter HC! 
5 Stunden am Riickflu8kihler gekocht. Das Hydrolysat wurde ain 
Wasserbad eingedampft und hinterlieB einen farblosen Riickstand, der 
nach Trocknen bei 106° 0,0770 g wog. Er zeigte unter dem Mikrosko) 
nur undeutlich mikrokrystalline Struktur, war also nicht rein. HC! 
wurde durch frisch gefilltes und alkalifrei gewaschenes Silberoxyd ent- 
fernt, geléstes Silber durch H,S, letzteres durch Eindampfen am Wasser 
bad. Wir erhielten einen farblosen, wieder nur undeutlich krystallinen 
Riickstand. Er wurde in 10cem Wasser gelést; 3 ccm hiervon ergaben 
nach Eindampfen und Trocknen einen Riickstand von 0,0095 g; die 
selben erforderten nach Kjeldahl 0,73 cem n/10-Saure. 

Die restlichen 7 ccm der Lésung der Aminosiiuren wurden mit 
frisch gefilltem CuO gekocht, filtriert und heiB gewaschen. Die ein- 
gedampften und im Vakuum getrockneten Cu-Salze wogen nur 0,0150 ¢. 
Sie bestanden bei Betrachtung unter dem Mikroskop aus einer Menge 
anscheinend einheitlicher Krystalle, kleinen Biischeln von radiir ge- 
stellten blauen Nadeln, meist zu dritt oder viert zu Gruppen von 
Biischeln vereinigt. In Wasser waren sie zum Teil leicht léslich, doch 


blieb ein auch in heiBem Wasser sehr schwer loéslicher Rest. Zur 


Kupferbestimmung wurde in 5 cem 2n-HCl gelést und davon 1,4 ccm 
im Quarztiegel am Wasserbad mit konzentrierter HNO, eingedampft, 


dann erst gelinde, schlieBlich mit starker Flamme gegliiht. Auf der 


Mikrowage wurde 1,200 mg CuO gewogen, entsprechend einem Cu- 
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Gehalt von 22,2°/,. Kine zweite Bestimmung im gleichen Quantum 
wurde so durehgefihrt, daB nach Eindampfen mit HNO, verascht und 
die Asche neuerlich in HNO, gelést und mit einem ganz geringen Uber- 
schuB von NaOH gefillt wurde. Es wurde filtriert und neuerlich ver- 
ascht, dann 1,072 mg CuO gewogen, entsprechend 19,9°/,. — Der ge- 
fundene Gehalt an Cu, an N und die Schwerléslichkeit des Cu-Salzes, 
sowie der beobachtete Siedepunkt des Esters sprechen fiir das Vorliegen 
von Leucin, das durch das bereits friiher nachgewiesene Prolin verun- 
reinigt sein diirfte. Beide Aminosiuren gehen bekanntlich bei den beob- 
achteten ‘Temperaturen in Fraktion II und III der Fischerschen Ester- 
fraktionierung iiber. 

Siedep. der Hiauptmenge 


vefunden: 10,8°), N 19,9°/, Cu etwa 82°, 13 mm (f. Ester) 
ber. f. Leucin: 10,7°/, N 10,777, Ca 84°, 12 mm (Ester) 
ber. t. Prolin: 12,2°/, N 21,9°/, Cu 75°, 11 mm (Ester) 


2cem des in HCl gelésten Cu-Salzes wurden mit Na-Acetat ab- 
sestumpft und nach van Slyke der freie Amino-N bestimmt. Es fanden 
sich 0,27 mg freien Amino-N (abgelesen korr. 0,50 cem N,) in 0,51 mg 
Gesamt-N, also nur 53°/,. Die geringen zur Verfiigung stehenden Mengen 
lieBen keine weitere Analyse zu, doch scheint danach sicher zu stehen, 
daB die Monoaminosiiuren des Histidinpeptids vor allem, vielleicht sogar 
ausschlieBlich aus Leucin und Prolin bestehen. Fiir das Vorliegen 
anderer als der genannten Aminosiuren ist kein Anhaltspunkt gegeben, 
denn es gingen — wie bereits erwihnt — unterhalb 82° keine Ester 
liber, ebensowenig oberhalb 95°, wihrend das Bad, in dem das Destil- 
lationskélbchen erhitzt wurde, bis 140° erwirmt war. Der Destillations- 
riickstand war in Essigither vollstiindig léslich, diirfte daher aus sekun- 
dir gebildeten Anhydriden bestehen. Er wog nach Trocknen bei 106° 


nur 0,0005 g. — Danach fehlen die hoehsiedenden Ester der Glutamin- 
siiure und des Phenylalanins. — Auch der mit Ather erschépfte Carbonat- 


brei erwies sich als arm an Aminosiiuren bzw. ihren Estern. Er wurde 
in 20 cem Wasser gelést und in 5 cem hiervon nach Kjeldah! 1,02 eem 
»,10-Siiure erfordert. Es waren also insgesamt 5,7 mg N vorhanden, 
die wegen der stérenden Anwesenheit groBer Mengen Alkali nicht weiter 
untersucht wurden. 


Zusammenfassung. 


1, Die partielle Hydrolyse des Globins durch Kinwirkung 
70 volum °/,iger H,SO, bei 40° durch 14 age wird durch 
Formoltitration analytisch verfolgt. 

2. Bei 5 tiigiger Kinwirkung der genannten Schwefelsiure 
wird kein freies Histidin im Hydrolysat gefunden; dasselbe 
bleibt vielmehr peptidartig gebunden. 
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3. Es gelingt durch Behandlung des partiellen Hydroly. 
sates mit HgSO,, ein histidinreiches Peptid niederzuschlagei, 
das sich bei weiterer Reinigung und Fraktionierung als héchst- 
wahrscheinlich einheitlich erweist. 

4. Analyse des so erhaltenen Histidinpeptids ergibt, dai 
dasselbe 68°/, Histidin-N, ferner reichlich Leucin und Prolin 
enthilt. Andere Monoaminosiuren waren nicht nachweisbar, 
Arginin und Lysin fehlen sicher. Es enthalt etwa 18°/, freien 
Amino-N. 

5. Das Globinokyrin von Kirbach erweist sich als Ge- 
menge verschiedener Peptide, ist also nicht als einheitlich aui- 
zufassen. 


Ks ist mir zum SchluB eine angenehme Pflicht, Herr: 
Geh.-Rat Kossel fiir die Anregung zu dieser Arbeit, fiir viele 
wertvolle Ratschlige, ferner fiir die freundliche Erlaubnis, sein 
unver6ffentlichten Versuche mit zu verwerten und die Arbeit 
in seinem Laboratorium auszufiihren, meinen herzlichsten Dank 


abzustatten. 
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Co-Zymase IX. 


Bestimmungen der Co-Zymase im Blut. 
Von 


Hans y. Euler und Ragnar Nilsson. 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. ) 


Der Redaktion zugegangen am 15, Oktober 1926.) 


Die enzymatischen Beziehungen, welche wir zwischen dem 
Zymasesystem und dem Oxydo-Reduktionssystem lebender 
Zellen suchen, hat uns veranlaBt, das Studium der Glykolyse 
im Blut vom enzymatischen Standpunkt aus aufzunehmen. Wir 
haben damit begonnen, die Co-Zymase im Blut nachzuweisen 
und zu messen. Wie die im experimentellen Teil naher be- 
schriebenen Versuche ergaben, ist die Co-Zymase im Blut in 
erheblicher Menge enthalten. MiBt man die Co-Zymase durch 
die Aktivierung der Giarwirkung ausgewaschener ‘T'rockenhefe 
Apozymase), so erhalt man unter den friiher von uns fest- 
selegten Bedingungen 

per ccm Blut 6,5 cem CO,/Stunde. 

Ks hat sich an Menschenblut gezeigt, daB diese Zahl 
in ziemlich engen Grenzen konstant ist. 

Unsere weiteren Versuche galten dann der Feststellung 
eventueller Variationen dieser Zahl beim Diabetiker. Entgegen 
unseren Erwartungen fanden wir aber bis jetzt keinen wesent- 
lichen Unterschied in der Co-Zymasewirkung des normalen 
und des Diabetikerblutes. 

Bemerkenswert sind hingegen die Verschiedenheiten des 
relativen Co-Zymasegehaltes (gemessen durch ccm CO, /Stunde) 
im Blut verschiedener Tiergruppen. Die orientierenden Versuche 
ergaben: 
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Sheaehiens { Kaninchen. .... 6,5 
\ ee ees 6,0 

Vogel mee se cs ACR VO 
Ralthitter Erite. ... + « » 4&5 


Wir finden also starke Unterschiede, die wir mit der ver- 
schiedenen Atmungsintensitiit der betreffenden Tiere in Be. 
ziehung setzen. Versuche, die einerseits mit Serum, anderer- 
seits mit Erythrocyten angestellt wurden, zeigten, da8 die 
gesamte Blut-Co-Zymase in den roten Blutkérperchen  ent- 
halten ist. 


Der Ausdruck 
{Co — £2 CO,/Stunde 
' gg ‘Trockengewicht 





ist fiir die roten Blutkérperchen allerdings geringer als fiir 
Hefe, denn es ist abgerundet : 
fir Erythrocyten. ...... ACo= 50 
Rs ce ee eS = 200 

Immerhin ist Blut zu dem besten Ausgangsmaterial fii 
Co-Zymase zu rechnen. Im AnschluB an die mitgeteilten Ver- 
suche hat uns die Frage interessiert, in welchem Verhiltnis 
hinsichtlich der Komponenten des glykolytischen Enzymsystems 
Blut und Muskel, bei den einzelnen Tiergruppen zueinander 
stehen. Bei Warmbliitlern ist nach den Angaben der Literatur 
die Glykolyse im Blut gegeniiber der Gewebsatmung sehr gering 
und fast zu vernachlassigen. Es ist deswegen nicht ohne 
Interesse, wie sich z. B. der Gesamtgehalt der ausgewachseneu 
Ratte an Co-Zymase auf Blut und Muskel verteilt. Nach 
spiater mitzuteilenden Versuchen betrigt dieses Verhiltnis 1 : 15. 
Dies wiirde darauf hindeuten, da ein wesentlicher Teil des 
Zuckerabbaues im Blut verliuft. Das genauere Studium dieser 
Verhiltnisse scheint uns um so notwendiger, als unsere neueren 
vergleichenden Messungen der Girungsaktivierung und der 
Aktivierung des Oxydoreduktionssystems bei Zymophosphat- 
zusatz es wahrscheinlich gemacht haben, daB die Co-Zymase 
gleichzeitig als Co-Enzym der enzymatischen Methylenblau- 
reduktion und analoger Oxydoreduktionen wirkt. Wir betrachten 
es deshalb als unsere Aufgabe, die Beziehungen dieser Oxydo- 
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reduktionskatalyse zu den unter Vermittlung der Himingruppe 
im Tierkérper verlaufenden Vorgiingen aufzukliren, und die 
entsprechenden Beziehungen zwischen Cytochrom und den Co- | 
Knzymen der Hefe zu suchen. 





Experimenteller Teil. 


Die Co-Zymase wurde immer nach der in diesem Labora- 
torlum ausgearbeiteten Mikrogiirmethode') bestimmt. Also zu 


jeder Probe: 


x cem Blutextrakt. 

1—x ccm Wasser. 

1 cem einer Suspension folgender Zusammensetzung: 
2 9 ausgewaschene 'l'rockenunterhefe H +1g Glucose -+1cem | 
Zymophosphatlésung +4 ccm 10°/,iger Phosphatpuffer p, = 6,4. 
Das Zymophosphat war eine etwa 10°/,ige Na-Zymophosphat- 
lésung, aus Candiolin (Bayer) und Natriumoxalat dargestellt, und 
wurde zugesetzt, um die Induktionszeit zu vermeiden. Girungs- 
temperatur 30°. 

Versuchsrethe lI. 

Das Blut einer frischen Ratte wurde unter Zusatz von | 
etwas Wasser aufgekocht. Das Filtrat wurde gepriift. Extrakt I. | 
Der Riickstand wurde nochmals mit ein wenig Wasser aus- | 
gekocht und danach filtriert. Das Filtrat = Extrakt I. 














eem Extrakt [ eem Extrakt II Blind- 
Stunden |——— de , nates | 
1,0 0,5 10 | 06 probe | 
1,5 1,6 0,5 0,5 0,2 0,0 
2,0 2,0 0,65 0,7 0,3 0,0 
2,5 2,25 0,8 0,9 0,4 0,0 
3,0 2,4 0,9 1,0 0,5 0,0 
3,5 2,5 0,95 1,05 0,5 0,0 
4,0 2,6 1,0 1,1 0,6 0,0 


Versuchsreihe 2. 
10 ccm defibriniertes Blut (normale, grobe, weibe Ratte) 


wurde mit 5 com Wasser aufgekocht. Der feste Riickstand 
wurde nochmals mit 5 cem Wasser aufgekocht. Die vereinigten 


') Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 136, 8. 107 (1924) 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIL. i) 
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Filtrate wurden zuletzt wieder aufgekocht und dann gepriift. 
Zum Vergleich wurde gleichzeitig ein Co-Zymasepriparat ge- 
prift, das durch Aufkochen von 10 g Trockenunterhefe H mit 
50 com Wasser dargestellt war. 














. ecm Blutextrakt eem Co-Zymase aid 
Stunden _— | Wasser 
10 1,0 1,0 1,0 Mittel 

0,5 0,1 | 0,25 2,45 2,45 0,0 

1,0 125 | 1,65 $4 | yd 0,0 

1,5 1,9 | 23 46 | 4,6 0,0 

2,0 2,15 2,6 4,8 | 4,8 0,0 





Bei den bis jetzt mitgeteilten Versuchen war die Trocken- 
hefe, die zu den Co-Zymasepriifungen benutzt wurde, nicht ge- 
niigend zymasereich. Zu allen folgenden Versuchen wurde eine 
andere, sehr zymasereiche T'rockenhefe benutzt. In allen folgenden 
Versuchen wurde der Blutextrakt folgendermaBen dargestellt: 

[as Blut wurde (wo nicht anders angegeben wird) zuerst 
durch Schlagen mit einem Glasstabe defibriniert. Das defi- 
brinierte Blut wurde unter Riihrung in kochendes Wasser 
hineingetropft. Das Volumenverhiltnis Blut: Wasser war 


immer 1: 2,5. 
Versuchsreihe 38. 


Normale, weiBe Ratte. Gewicht 265 g. 
Co-Zymase war ein eingeengtes Dialysat. 























cem Blutextrakt cem Co-Zymase wisi 
Stunden Wasser 
10 | 05 , oe Mittel 
0,25 05 | 0,25 0,9 . 0,9 0,0 
0,50 1,05 0,4 26 | 26 0,0 
0,75 1,8 | 0,6 5,1 5,0 0,0 
1,00 2385 | 0,75 7,5 7,25 0,0 
1,25 2,95 0,95 92 | 9,0 0,0 
1,50 3,8 1,15 10,2 9,9 0,0 
2,00 4,4 1,6 11,8 | 11,5 0,0 
2,50 5,6 2,25 13,1 | 12,9 0,0 
Aktivitiit von 1 cem Blutextrakt 2,6 eem CO,/Stunde 


‘Trockengewicht ,, 1. ,, ” 0,0578 ¢ 
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Versuchsreihe 4. 


Ks wurde untersucht, ob die Co-Zymase im Blut nach dem 
‘ode zerstért wird. 

Versuchstier war ein normales Kaninchen. Unmittelbar 
nach dem Entbluten und Defibrinieren wurde ein Teil des 
Blutes auf Co-Zymase verarbeitet. Extrakt I. Ein zweiter 
Teil wurde erst nach 3,5 Stunden verarbeitet. Extrakt IT. 


Co-Zymase von Versuchsreihe 3. 





























cem Extrakt I | cem Extrakt IT | cem Co-Zymase} °°" 
Stunden Wasser 
1,0 1,0 10 | 1,0 1,0 1,0 Mittel 
0,5 0,3 0,25 0,3 0,8 1,75 1,75] 0,2 
0,75 0,7 0,7 07 | 07 4,2 43 0,2 
1,58 2.9 2,8 8,0 30 | 11,7 11,9 0,2 
2,0 4,0 3,9 4,0 4,0 13,1 13,4 0,3 
2,5 5,3 5,2 5,4 5,4 14,6 15,0 0,3 
3.0 6,4 6,3 6,5 6,5 | 15,7 16,2 0,3 
3.5 1,4 7,3 7,5 7,5 16,5 17,0 0,3 
4,5 9.1 90 9,1 9,1 17,8 18,5 0,4 
6,5 11,7 11,6 11,8 11,8 | 21,1 21,9 0,5 
9,25 145 | 148 14,7 14,5 25,9 27,1 0,5 
Aktivitiit von 1 cem Extrakt I 2,6 eem CO,/Stunde 
” y I ,, ” li 2,7 ,, ” 
Trockengewicht ,, 1 ,, °. I 0,0532 g 


9 9? 1 ” 9 Il 0,0535 £ 


3,9 Stunden nach dem ‘ode des Versuchstieres ist also 
die Co-Zymase im Blut nicht merklich zerstért worden. 


Versuchsreihe 5 (normale Taube). 


Das Blut konnte diesmal nicht durch Schlagen defi- 
briniert werden. Das Co-Zymaseextrakt war deshalb eine 
sehr dicke Suspension, die, um grdSere Genauigkeit zu er- 
reichen, zu jeder Probe eingewogen statt pipettiert wurde. 
Diese Versuchsreihe wurde gleichzeitig mit der Versuchsreihe 3 
cemacht. 


5* 
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Sieniai g ecsumosaine 
a ei. 

0,25 1,55 0,65 

0,50 4,0 2,05 

0,75 5,8 3,25 

1,00 6,8 4,35 

1,25 1,4 5,15 

1,50 7,8 5,75 

2,00 8,8 6,9 

2,50 9,8 7,8 
Aktivitat von 1 cem Blutextrakt 11,2 eem CO,/Stunde. 
‘Trockengewicht lg 0,0898 g 
Der Co-Zymasegehalt war also diesmal be- 


sonders hoch. 


Versuchreihe 6 (Versuchstier: Krote). 


























eem Blutextrakt cem Wasser 
NG 5S sccccscsccrnnecncessininteipenalstaneesaiiabementiolebietin vr 

1,0 0,5 0,2 1,0 1,0 
0,5 0,35 | 0,15 0,15 0,0 = 
1,0 07 | 0,2 0,2 00 | 0,0 
1,5 105 | 0,3 0,2 00 | 0,0 
2,0 1,35 | 0,35 0,2 00 | 0,0 
2,5 ae 0,2 0,0 0,0 
3,0 1,8 | 0,4 | 0,3 0,0 | 0,0 
3,5 195 | O4 | 0,8 00 | 0,0 
Aktivitiit von 1 ecem Blutextrakt 0,7 eem CO,/Stunde 

‘Trockengewicht ., 1 ccm e 0,0209 g 


Der Co-Zymasegehalt per ccm ist auffallend gering. 


Versuchsreihe 7. 


Ks wurde untersucht, ob die Co-Zymase im Blutserum 
oder in den Blutkérperchen vorhanden ist. 

7,5 ccm detibriniertes Blut (normale Ratte centrifugieri. 
2,75 ccm Blutserum mit Wasser bis 7,5 ccm verdiinnt und dann 
in 10 ccm kochendes Wasser hineingetropft. Die Blutkérperche 
wurden 4 mal mit etwa 10 ccm physiologischer NaCl-Loésung 
gewaschen und schlieBlich mit Wasser bis 7,5 ccm verdiinnt. Die 
Suspension wurde in 18,75 cem kochendes Wasser hineingetroptt. 














WM 








eran ED NT NEE RE EEE TE CE TERE 





Co-Zymase IX. 


69 








Stunden 


cem Serumextrakt 








1,0 0,5 
0,15 0,3 
0,15 0,4 
0,2 0,4 
02 | 0,4 
02 | 0,4 
0,2 | 0,4 
0,2 | O04 








cem Blutkérper- 
chenextrakt 
1,0 0,5 
1,1 0,45 
2,4 0,9 
3,65 1,09 
4,3 1,95 
4,75 2,3 
5,05 2,65 
5,3 2.9 


Aktivitit von 1 cem Blutserum extr. 


Trockengewicht von 1 cem Blutserum extr. . 


Aktivitiit von 1 ecm Blutkérperchen extr. . 


Trockengewicht von 1 ccm Blutkérperchen extr. 


ecem Wasser 








1,0 


0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 


Q 
0,0191 g 


2,6 eem CO,/Stunde 


0,0526 g 


Die gesamte Co-Zymasemenge des Blutes ist also in den 


Blutkérperchen vorhanden. 


ACo = etwa 50. 


Es wurde jetzt der KinfluB verschiedener Krankheits- 
zustinde auf den Co-Zymasegehalt des Blutes untersucht. 
Zuerst wurde Diabetes beim Menschen untersucht. 


Versuchsreihe 8. 


Das Diabetikerblut stammte von einem jungen Mann mit 


leichter Diabetes (Blutzucker 0,129). 


Zum Vergleich wurde 


das Blut von einem Nichtdiabetiker (Mann, 67 Jahre) gepriift. 


Co-Zymase von Versuchsreihe 3. 


we 





Stunden 





eem n-Blut- 


extrakt 
10 02 
04 0,1 
14 0,2 
2.2 0,25 
32 0,3 
40 0,3 
6,0 0,35 





eem Diabetikerblut- 


extrakt 

1,0 | 0,5 0,2 
0,7 0,2 0,1 
2.0 0,65 0,3 
305 1,05 0,35 
4,2 1,5 0,4 
5,0 2,0 0,45 
7,0 3,0 0,5 





ecm 
Wasser 


Mittel 


1,0 


0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 





Co- 
Zymase 


1 ecm 
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Aktivitét von 1 cem Nichtdiabetikerblut . . . 2,0 eem CO,/Stunde 
Trockengewicht von 1 ecm Nichtdiabetikerblut. 0,0655 g 
Aktivitiét von 1 ecm Diabetikerblut. . . . . 2,6 eem CO,/Stund 
Trockengewicht von 1 ccm Diabetikerblut . . 0,0726 g 


Die Verschiedenheit an Aktivitiit ist unbetrichtlich. 


Versuchsreihe 9. 
Das Blut stammte von einem 13 jihrigen Madchen (J. F. 
mit schwerer Diabetes (Blutzucker 0,210; Urinzucker 7°), 
Totalaceton 200 mg°/,) vor Beginn der Insulin-Behandlung. 


Co-Zymase von Versuchsreihe 8. 




















ecm Blutextrakt ecm Wasser | cem Co-Zymasi 

Stunden ) $$$ —___|—_— 
10 | 08 0,2 a9) a9 10 | 1,0 
0,5 0,7 0,4 0,15 0,0 0.0 24 | 2,3 
1,0 2,0 0,8 0,2 0,0 0,0 6,8 | 6,6 
1,5 3,85 is 0,3 0,0 0,0 10,2 | 10,0 
2,5 5,7 2.8 0,8 0,0 0,0 13,1 | 13,0 
3,9 8,0 3,79 0,45 0,0 0,0 14,7 14,5 
Aktivitét von 1 cem Blutextrakt . . . . . 2,6eecm CO,/Stunde 

Trockengewicht von 1 ecm Blutextrakt. . . 0,0745¢ 
Auch bei schwerer Diabetes war also der Co-Zymasegehalt 


des Blutes nicht betrichtlich verindert. 


Versuchsreihe 10. 
Versuchstier: eine rachitische weiBe Maus. Zum Vergleich eine 














normale Maus. 

cem rachitischer Blut- — 

vaialiae com n-Blutextrakt Wassei 

Stunden : Mittel 
1,0 0,5 0,2 10 | O5 | 0,2 1,0 
0,5 2,1 0,8 0,25 1,7 0,6 0,2 0,0 
0,8 3,5 1,5 0,3 2,9 ‘3 0,3 0,0 
1,0 4,4 1,95 0,4 8,7 1,55 0,35 0,0 
1,25 5,054 045 | 4,85 1,95 0,85 0,0 
1,5 5,5 2,8 0,5 4,8 2,3 0,4 0,0 
1,75 5,9 3,15 0,6 5,2 2,6 0,45 0,0 
2,0 6,2 3,6 0,6 5,5 2,9 0,5 0,0 
2,5 6,7 4,0 0,6 6,0 . 3,4 0,5 0,0 
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Aktivitét von 1 ccm rachitischem Blutextrakt . 4,6 cem CO,/Stunde 
Trockengewicht von 1 cem rachit. Blutextrakt . 0,0697 g 
Aktivitét von 1 cem normalem Blutextrakt . . 4,0 eem CO,/Stunde 


Trockengewicht von 1cem normal. Blutextrakt 0.0661 ¢ 
7 > 


Auch in diesem Falle konnte also eine erhebliche Diffe- 
renz nicht festgestellt werden. 


Dem Direktor des hiesigen Serafimer-Lazarettes, Herrn 
Prot. Dr. Israel Holmgren, danken wir bestens fiir seine 
freundliche Hilfe durch Entnahme und Uberlassung von Blut- 
proben. 














Zur Kenntnis der Reduktase (Dehydrogenase) der Hefe. V. 


Von 


Hans vy. Euler und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholin. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Oktober 1926,) 


In einer vorhergehenden Mitteilung') haben wir in aller 
Kiirze einen Versuch mitgeteilt, welcher zeigt, daB an der 
enzymatischen Reduktion des Methylenblaus neben einem 
Donator noch ein spezifischer Aktivator (von uns als Co- 
Reduktase bezeichnet) beteiligt ist. Das experimentelle Tat- 
sachenmaterial, auf welches wir unsere Auffassung von der 
Besonderheit der Co-Reduktase stiitzen’), soll in dieser Mit- 
teilung ergiinzt und besprochen werden. 

Hinsichtlich der in dieser Mitteilung benutzten Nomen- 
klatur der spezifischen Aktivatoren (Co-Enzyme) mu8 folgendes 
vorausgeschickt werden: Nachdem wir die Identitat der Co- 
Zymase und der Co-Reduktase bereits’) in Betracht gezogen 
haben, hat sich die Annahme der Identitit dieser beiden Stoffe 
in letzter Zeit in diesem Laboratorium sehr gefestigt. Wir 
verden spiter Gelegenheit haben, die am enzymatischen Kohle- 
hydratabbau und an der enzymatischen Oxydoreduktion be- 
teiligten Stoffe und ihre Nomenklatur vergleichend zu_be- 
sprechen. Bis auf weiteres bezeichnen wir den spezifischen 
Hilfsstoff der Oxydoreduktion wie friither als Co-Reduktase. 

Khe wir zu der Beschreibung unserer Versuche iibergehen, 
wollen wir die in der Literatur mehrfach vertretene Auf- 


') Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 160, S. 234 (1926). 

*) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 149, S. 44 (1925); Bd. 151, 
S. 155 (1926); Bd. 152, S. 264 (1926); Bd. 155, S. 81 (1926). 

3) Diese Zs. Bd. 160, S. 234 (1926). 
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fassung besprechen, nach welcher der als Co-Reduktase be- 
zeichnete Stoff den anderen, als Wasserstoffdonatoren fungieren- 
den Stoffen eingereiht wird. Diese Auffassung ist in letzterer 
Zeit besonders von Holden’) dargelegt worden. Seiner Mit- 
teilung entnehmen wir folgendes: 

,lf the respiration-substance“ were a true co-enzyme and 
the oxidisable substance were contained in the washed muscle 
the velocity of respiration in the two cases should not differ 
considerably. If, however, the oxidisable substances were 
contained in the .,Kochsaft“, the unused one should be the 
more active. In the latter case the existence of a respiration 
co-enzyme would not be disproved. ‘The assumption of its 
existence would, however, seem to be unnecessary... . 

Summary. If an extract of yeast, made with boiling 
water, be aerated for some hours at room temperature in 
contact with some washed frog’s muscle it loses its power to 
increase the velocity of oxygen uptake of another preparation 
of fresh washed muscle. This suggests that the effects attri- 
buted to a ,respiration-substance“ capable of providing a 
general stimulus to intracellular oxidative processes are really 
to be attributed to the collection of oxidisable substances con- 
tained in the yeast extract. When these have been oxidised 
the extract has no further power to stimulate the respiration 
of washed frog’s muscle.“ 

Zu dem letzten Satz dieses Zitates ist zunichst zu be- 
merken, daB die gleiche Tatsache auch zu erwarten ist unter 
der Annahme, da8B der Kochsaft ein Co-Enzym enthialt. 

Holdens Versuche sind, wie die meisten friiheren”) Re- 
duktaseuntersuchungen mit frischer Froschmuskulatur an- 
vestellt; im Gegensatz dazu beziehen sich unsere Erfahrungen 
besonders auf Trockenpriiparate. Ob die Verhaltnisse hinsicht- 
lich der Auswaschbarkeit des Co-Enzyms bei Muskel und bei 
der Hefe vollstindig analog sind, kinnen wir noch nicht sicher 


') Holden, Biochem. Jl. Bd. 17, S. 361 (1923); Bd. 18, S. 585 (1924). 
*) Wir verweisen besonders auf die zahlreichen wichtigen Arbeiten 
von Thunberg (Skand. Arch. Physiol. 20—35) und auf die neueren von 
Ahlgren (ebenda 1925). 
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gagen. Bei den Unterhefen sind die Co-Enzyme bekanntlic) 
erst nach dem T'rocknen auswaschbar, bei den deutschen und 
schwedischen Oberhefen im allgemeinen auch nach dem 
‘Trocknen nicht (Euler und Myrbick’); Neuberg?)), sondern 
erst nach geeigneter Vorbehandlung3) oder bei Anwenduny 
besonderer Waschfliissigkeiten. *) 

Das Reduktionsvermégen von ausgewaschener Trockenhele 
wird durch Zusatz eines Co-Reduktasepraparates reaktiviert, 
nicht aber durch Zusatz von Wasserstoffdonator in Form von 
Natriumsuccinat.®) Diese Tatsache kann man jedoch nicht al 
einen Beweis fiir die Spezifitit der Co-Reduktasewirkung gelten 
lassen. Im Sinne von Thunberg wire z. B. diese Tatsache 
als Enzymspezifitat zu erkliren. In der Tat scheint aucl 
Natriumsuccinat fiir die Hefedehydrogenase kein guter Wasser- 
stotidonator zu sein. Sehr gute Donatorwirkung gegeniibe: 
der Hefereduktase hat dagegen das Natriumzymophosphat. 
Von dieser Eigenschaft des Natriumzymophosphates haben wir 
bei den jetzt mitzuteilenden Versuchen Gebrauch gemacht. 


Versuch 1. 


Als grundlegender Versuch erschien uns die Feststellung. 
dab die Aktivierung durch Zymophosphat bei Gegenwart vou 
Co-Reduktase erheblich stirker ist als die Aktivierung der- 
selben Reduktasemenge ohne Gegenwart von Co-Reduktase. 

Die benutzte Zymophosphatlésung war aus 100¢ ,,Candiolin” 
durch Schiitteln mit 1000 ccm Natriumoxalatlésung dargestellt. 
Die Lésung wurde in einem Pasteurkolben steril aufbewahrt. 





') Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 117, S. 28 (1921). 

*) Neuberg u. Kobel, Biochem. Zs. Bd. 155, S. 499 (1925); Bd. 160, 
S. 464 (1925). 

*) Euler, Fink u. Nilsson, Diese Zs, Bd. 158, S. 302 (1926). 

') Euler u. Fink, Diese Zs. im Druck. 

’) Beziiglich der Gegeniiberstellung Co-Reduktase und Donator se; 
bemerkt, daB die Co-Reduktase vielleicht in gewissem Sinne auch als 
Wasserstoffdonator betrachtet werden kann. Immerhin ist nach den 
gegenwiirtigen Erfahrungen anzunehmen, da8 die Co-Reduktase nicht 
verbraucht, somit stiindig regeneriert wird, wihrend die Donatoren nac! 
ihrer Oxydation nicht mehr beschleunigen, sondern nach MafSgabe ihres 
Oxydationspotentiales hemmen. 
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Zu den Methylenblauentfarbungsproben wurde die friiher 
beschriebene Methodik verwendet. Da alle Versuche relativ 
sind, sind sie immer bei Zimmertemperatur angestellt, da dies 
besonders bei den langeren Versuchszeiten recht erhebliche Vor- 
teile bietet. 

Das Co-Reduktasepriparat, das zu dem Versuch 1 zur 
Verwendung kam, war ein stark eingeengter Kochsatt. 


A. Versuche mit nicht ausgewaschener 'T'rockenhefe H. 
Tabelle 1. 


Hefesusp. = 0,5 g Trockenunterhefe H +- 20 cem Wasser. 











: , Entfirbungszei 
Nr. | 0,5 eem Mb + 0,5 cem 0,3 mol. Na,HPO, + a “4 
(Min.) 
1. 2. | 1cem Hefesusp. + 0,5 com Wasser. . . 225 243 
3. 4. | 1 ecm Hefesusp. + 0,5 cem Zymophosphat 20 20 
5. 6 1 cem Hefesusp. -- 0,5 cem Co-Reduktase 9 9 


B. Versuche mit ausgewaschener Trockenhefe H. 
1 g Trockenunterhefe H wurde sehr sorgfaltig ausgewaschen 
und danach in 8 ccm Wasser suspendiert. Hefesuspension. 


Tabelle 2. 





Nr. | 0,5 eem Mb + 0,5 cem 0,3 mol. Na,HPO, + a 


1 eem Hefesusp. + 0,5 cem Wasser. 


1. 2. 
Y h stark 
3. 4. } 1 ccm Hefesusp. + 0,5 cem Zymophosphat oo 


Nach 9 Stunden 
gefirbt 








5. 6. | 1eem Hefesusp. + 0,5 eem Co-Reduktase 5 5 


Die Versuche 5. 6. Tab. 1 und 5. 6. Tab. 2 zeigen (un- 
abhingig davon, ob die Co-Reduktase Co-Enzym oder nur 
Wasserstoffdonator ist), da in den Versuchen mit aus- 
gewaschener Trockenhefe die Reduktasemenge mindestens gleich 
groB ist wie in den Versuchen mit nicht ausgewaschener 
Trockenhefe. Die iibrigen Versuche zeigen dann, daB die 
groBe Aktivierung durch Zymophosphat nur in Gegenwart von 
Co-Reduktase stattfindet. Wie auch folgende Berechnung klar 
zutage kommen lift, kann der Effekt nicht gedeutet werden 











76 Hans vy. Euler und Ragnar Nilsson, 


als eine additive Aktivierung durch zwei Wasserstoffdonatoren, 
von welchen die Co-Reduktase der weitaus beste ist. Die 
Aktivitiit durch gleichzeitigen Zusatz von Co-Reduktase und 
Zymophosphat = 1/20 = 0,05. Die Aktivitaét mit Co-Reduktase 
allein = 1/230 = 0,0044. Die Aktivitit mit Zymophosphat 
ullein (wenn wir annehmen, daB die Proben nach 9 Stunden 
entfarbt sind, was jedoch nicht der Fall ist) = 1/540 = 0,0018. 
Die Summe 0,0062 ist im Vergleich zu 0,05 sehr klein. Dat 
die Aktivierung nicht durch Einwirkung von Zymophosphat 
aut die wasserléslichen, nicht enzymatischen Bestandteilen der 
Hefe zustande kommt, zeigt folgender Versuch. 


Versuch 2. 
10g ‘Trockenhefe H wurden 1 Stunde mit 50ccm Wasser 
geschiittelt und dann abzentrifugiert. Die Lésung wurde als 
,, Waschwasser“ verwendet. Sie war durch Zentrifugieren nicht 
klar zu erhalten und enthielt sicher nicht unbetrachtliche 
Mengen Reduktase. 


Tabelle 3. 














» Entfarbungszeit 

Nr. 0,5 eem Mb + 0,5 cem 0,3 mol. Na,HPO, + ” pot —_— 
(Min.) 

1 cem Waschwasser + 0,5 cem Wasser. . . etwa 90 

3. 4. | 1cem Waschwasser + 0,5eem Zymophosphat etwa 70 

— cc alaalll ; - Nach 15Stdn. 

5. 6. | 0,5 cem Zymophosphat + 1 ccm Wasser. . gefiirbt 


Die Aktivierung ist also nicht von einer Spontanreduktion 
durch Zymophosphat + den wasserléslichen Bestandteilen der 
Hefe bedingt. Wir kénnen also hier feststellen, daB fiir dic 
Aktivierung durch Zymophosphat die gleichzeitige 
Gegenwart von Reduktase und Co-Reduktase not- 
wendig ist. 

Um das Resultat des letzten Versuches klarer hervor- 
treten zu lassen, haben wir diesen Versuch mit der Modifi- 
kation nachgeprift, daB statt 10 g Hefe diesmal nur 5 g ge- 
schiittelt wurden. Wir konnten so eine Lésung erhalten, die 
nicht so enzymreich war als die zum Versuch 3 benutzte, 








Oo —— Mm 
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aber mindestens ebensoviel wasserlésliche Hefebestanteile ent- 
hielt als die in der Tab. 1 benutzte Trockenhefesuspension. 


Tabelle 4. 





Ne, | O5.cem Mb + 0,5 com 08 mol NaleO,-- | ee 
(Min.) 

1 & 1 ccm Waschwasser + 0,5 ccm Wasser. . . etwa 440 

3. 4. | 1ecm Waschwasser + 0,5cem Zymophosphat etwa 140 

‘ — ae och... Nach 11 Stnd. 

5. 6. | 0,5 cem Zymophosphat + 1 cem Wasser. . gefirbt 








Im vorhergehenden ist gezeigt worden, daf Zymophosphat 
in Gegenwart von Reduktase und Co-Reduktase wie ein Wasser- 
stoffdonator wirkt. Man kénnte jetzt den Einwand machen, 
daB das Zymophosphat vielleicht nicht selbst als Donator 
wirkt, sondern erst nach enzymatischer Spaltung. Diese im 
iibrigen sehr wichtige Frage, auf welche wir demniichst zuriick- 
kommen, hat fiir unseren Beweis eine Bedeutung nur, wenn 
fiir diese Spaltung ein Co-Enzym notwendig ist. In erster 
Linie wire hier an die Phosphatase zu denken, durch deren 
Tatigkeit Bioglucose freigemacht und dann von der Reduktase 
eventuell ohne Mitwirkung eines Co-Enzyms angegriffen werden 
kénnte. Wire dies der Fall, so miiBte die Aktivierung durch 
Zymophosphat auch ohne Gegenwart von Co-Reduktase ein- 
treten. Die Phosphatase bedarf nach den Untersuchungen 
von Harden und Young kein Co-Enzym zu ihrer Wirksam- 
keit. Die Zymophosphatspaltung durch ausgewaschene 
Trockenhefe wird auch nicht durch Zusatz eines Co-Reduktase- 
praparates gesteigert. Wasserlésliche Enzyme kénnen hier 
nicht in Frage kommen, da, wie wir spiter zeigen werden, 
der Effekt mit Zymophosphat auch dann hervortritt, wenn man 
ausgewaschene Trockenhefe und ein Co-Reduktasepriparat 
benutzt, das sicher keine Enzyme enthilt. 

Wenn iiberhaupt eine Spaltung des Zymophosphatpriparates 
cintritt, und erst die Spaltprodukte als Wasserstoffdonatoren 
wirksam sind, kénnte man erwarten, daB durch Vorbehandlung 
mit Zymophosphat die Spaltungsprodukte angereichert werden 
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kénnten und daB in diesem Falle die nachfolgende Methylen- 
blaureduktion schneller ginge als in einem Versuch ohne Vor- 
behandlung. Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob dies 
der Fall ist. 
Versuch 3. 
Mit einer Suspension von nicht ausgewaschener 'Trocken 
hefe H in Na,HPO,-Lésung wurde folgender Versuch gemacht: 


Tabelle 5. 





| | Vorbehandlungs- | Entfirbungs- 
Nr. Mb + Hefesuspension + zeit (Min.) seit (fia.) 

| a ee — 13,8 

2 Zymophosphat. . . . . 3 5,4 

3 Zymophosphat. . . . 15,0 5,5 











Durch die Vorbehandlung wird die Reduktionsgeschwin- 
digkeit also nicht erhoht. 

Ks wurde ein entsprechender Versuch mit ausgewaschener 
Trockenhefe und einem gereinigten Co-Reduktasepriparat ge- 
macht. Das Co-Reduktasepraparat war ein recht reines Pri- 
parat, das zu Beginn auf Co-Zymase bezogen 4 Co = 51000 
hatte, mit der Zeit aber zu etwa 75°/, inaktiviert worden war. 
Wir wollen auch hier Herrn Dr. Myrbick fir die Uber- 
lassung des Priiparates herzlichst danken. 


Tabelle 6. 


2 g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 cem 0,3 mol. Na,HPO, = Hefesusp. 


























Vorbehand- Ent- 
Nr.| 0,5 cem Mb + 1 cem Hefesusp. + lungszeit firbungs- 
(Min.) zeit (Min.) 
1. 2.] 0,1 eem Co-Red. + 0,9 cem Wasser — — | 202 202 
3. 4.1 0,1 eem Co-Red. + 0,5 eem Zymo- 
phosphat + 0,4 cem Wasser . . 61,5 61,5 16,0 16,0 
5. 6.1 0,1 cem Co-Red. + 0,5 cem Zymo- 
phosphat + 0,4 ccm Wasser . . 1,0 1,0 10,0 11,0 
7. 8.] 0,5 eem Co-Red. + 0,5 cem Zymo- 
phosphat Boe ee oe 1,0 = 1,0 4,0 5,0 
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Statt emer Aktivierung tritt eine Verzdgerung ein. Dies 
deutet vielleicht darauf hin, da die Wasserstoffdonatoren 
aus Verunreinigungen des Zymophosphatpriparates bestehen, 
die durch die Vorbehandlung teilweise verbraucht worden sind. 

Kine Anreicherung von reaktionsfaihigen Donatoren findet 


jedenfalls nicht statt. 


Kin letzter EKinwand rein hypothetischer Natur, der wohl 
kaum experimentell angreifbar ist, sei hier erwihnt. 

Unter Mitwirkung eines Co-Enzyms kénnten Spaltungs- 
produkte auftreten, die nur in nascierendem Zustand entweder 


- spontan Methylenblau reduzieren oder von Reduktase eventuell 


x 





ohne Mitwirkung von Co-Reduktase angegriffen werden. Wiire 
diese Annahme zutreffend, so wiire man wohl doch berechtigt, 
den ganzen Vorgang als eine Art Reduktasewirkung unter 
Mitwirkung eines Co-Enzyms anzusehen. 

Ks folgen hier noch einige Versuche mit Zymophosphat 
und ausgewaschener ‘T'rockenhefe mit und ohne Zusatz yon 
Co-Reduktase. 

Versuch 4. 
Die Zymophosphatlésung war etwa 5°) ig. 
Co-Reduktase war ein Dialysat. 


Tabelle 7 
4g ausgewaschene Trockenhefe H + 10 ccm 0,3 mol. Na, HPO, = Susp. 














; Kntfarbungszeit 
Nr. 0,5 cem Mb + ee 
(Min.) 
1. | 1cem Susp. + 1 cem Wasser. . . Uber Nacht 
8. 4, 1 ecm Susp. + 0,5 eem Co-Red. + 
0,5 cem Wasser... . -— 255 169 
5». 6. 1eem Susp. + 0,5 eem niin 
phat + 0,5cem Wasser .. . etwa 310 
i & 1cem Susp. + 0,5 cem Co-Red. + 
0,5 cem Zymophosphat . . . . 66 77 
9. 10, 0,5 cem Co-Red. + 0,5 cem Zymo- 
phosphat + 0,5 eem ni age + 
0,5 cem Wasser. . . es Nach 19 Stdn. 
11. 12, 0,5 cem Zymophosphat + 0,5 cem > noch nicht 
Na,HPO, + 1cem Wasser . . villig entfarbt 
13. 14, 0,5 eem Co-Red. + 0,5 eem Na,HPO, 
+ 1 ccm Wasser eg 
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Die Versuche mit ausgewaschener Trockenhefe mit und 
ohne Co-Reduktasezusatz geben also dasselbe Resultat wie dic 
Versuche mit nicht ausgewaschener und mit ausgewaschener 
‘Trockenhefe. Die Parallelproben stimmen diesmal allerdings 
nicht gut (besser in spiteren Versuchsreihen). 


Die Versuche 9—14 zeigen die Spontanreduktion vou 
Zymophosphat, Co-Reduktase und der Mischung beider. Kine 
erhebliche Reduktionsgeschwindigkeit wird in keinem Fall er- 
reicht. 

Fir die Wirkungsweise der Co-Reduktase liegen z. B. 
folgende Méglichkeiten vor: 

1. Die Co-Reduktase bildet mit dem Donator zusammen 
einen Komplex, der von der Reduktase leicht angreifbar ist. 


2. Die Co-Reduktase verbindet sich mit der Reduktase 
zu einem Komplex, der den Wasserstoffdonator angreift. Viel- 
leicht verbindet sich die Co-Reduktase gleichzeitig mit Enzym 
und Donator, worauf Umlagerung und Abspaltung von aktiven 
Wasserstoff stattfindet. 

3. Méoglicherweise ist die Titigkeit der Co-Reduktase 
nur auf irgendeine Vorstufe des Reduktionsvorganges be- 
schrankt. 





Wenn die Méglichkeit 1 zutrifft, sollte man erwarten, dal 
der Komplex Co-Reduktase Donator sich in den Spontanreduk- 
tionen merkbar machen wiirde, in dem vorliegenden Beispie! 
also in den Proben 9 und 10 (wenn wir annehmen, daB das 
Zymophosphat ohne vorhergehende Spaltung als Donator wirkt). 
Auch bei Nachpriifung dieser Versuche haben wir aber nicht 
gefunden, daB die Reduktionsgeschwindigkeit bei gleichzeitiger 
Gegenwart von Co-Reduktase und Zymophosphat gréBer is 
als durch Additivitit erklirt werden kann. Bei diesen lange 
Versuchszeiten kénnen iibrigens durch Infektionen Tauschungen 
entstehen. 

Die Méglichkeit 1, die auch in sich nicht wahrscheinlich | 
ist, erhalt also keine experimentelle Stiitze. | 

Jede der beiden anderen Méglichkeiten scheint uns 
plausibel. 
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Versuch 5. 
Mit einem hochgereinigten Co-Zymasepriparat (4 Co = 51000, 
Trockengewicht 1,6 mg pro 1 ccm) wurde ein entsprechender 
Versuch gemacht. 


Tabelle 8. 


2 g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 com Na,HPO,. Hefesusp. 

















Nr. 1cem Hefesusp. + 0,5 cem Mb + Entfirbungszeit 
1. 2. leem Wasser ... . ask eh Gia 
a. 4. 0,5 eem Co-Zymase + 0,5 cem _—— | acm 60 as ~ 
noch stark ge- 
5. 6. 0,5 eem a + 0,5 cem firbt 
Wasser 
%. 3. 0,5 eem frnmenbas - + 0,5 cem 
Co-Zymase .... be a 8,0 9,0 Min. 
9. 10. 0,5 eem Kochsaft + 0,5 eem — 60,0 58,5 ,, 


Die Spezifitit der Co-Reduktase tritt hier sehr scharf 
zutage. Durch die weitgehende Reinigung ist die Co-Reduk- 
tase, wie ersichtlich, von den Wasserstoffdonatoren getrennt 
worden. 


Wir haben friiher darauf hingewiesen’), daB bei der 
Aktivitétsbestimmung von Co-Reduktase der HinfluB von Hem- 
mungskérpern irgendwie in die Formel eingehen sollte. Wir 
wollen hier jetzt auf den EinfluB der im Co-Reduktase- 
praparat vorhandenen Wasserstoffdonatoren die Aufmerksam- 
keit richten. 


Wir haben zuletzt entsprechende Versuche mit Na-succinat 
statt Zymophosphat angestellt. 


Zu allen Versuchen wurde eine Na-succinatlésung folgen- 
der Zusammensetzung benutzt: 


0,3 g Bernsteinsiure wurde mit NaOH bis eintretende 
Rotfirbung gegen Phenolphthalein neutralisiert und dann mit 
Wasser bis 100 ccm Totalvolumen verdiinnt. 


’ Euler u. Nilsson, Diese Zs Bd. 152,°S. 264 (1926), sowie 
Bd. 155, S. 81 (1926). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXII. 6 
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Versuch 6. 
Tabelle 9. 


Hefesusp.: 0,5 g nicht ausgewaschene Trockenhefe H + 20 com Wasser. 











; 0,5 ¢ Mb ; | ; . 
Nr. , naive. vit am Entfarbungszeit 
Ce Alle Proben wurden in 
‘ ee ees. ok Re ziemlich genau derselben 
8. 4. 1 cem Hefesusp. + 0,5 ecm Zeit (169 Min.) entfirbt 
Succinat . ‘a oo 


Versuch 7. 


Mit ausgewaschener Trockenhefe und einem donatorarmen 
Co-Reduktasepriiparat wurde folgender Versuch gemacht. 





Tabelle 10. 
Hefesusp.: 2 g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 cem Na,HPQ,. 





, Entfiarbungszeit 
Nr. 0,5 cem Mb + 0,5 ecm Hefesusp. + pateinigag 
(Min.) 
Nach 15 Stunden 
i. “2. 1 cem Succinat + 0,5 cem Wasser noch nicht ganz 
entfirbt 
3. 4. 1 cem Succinat + 0,5 cem Co-Red. 29,56 29,5 








5. 6. 0,5 eem Co-Red. + 1 cem Wasser 39,5 39,5 


Die Aktivierung ist auch in diesem Falle unbedeutend. 

Um die Donatorwirkung von Natriumsuccinat in Gegen- 
wart der natiirlichen Hefedonatoren besser hervortreten zu 
lassen, haben wir im folgenden Versuche statt Trockenhete 


Versuch 8. 
Hefesusp.: 10 g frische Hefe H + 10 cem Na,HPO,. 


Tabelle 11. 











: Entfirb eit 
Nr. 0,5 ceem Mb + 1 cem Hefesusp. + a aaa 
(Min.) ] 
i. beom Weer. 3. tok ae 29 29 
5, 4. 1cem Succinat. ..... . 22 28 
5. 6. 1cem Zymophosphat. . . . . 26 626 











ie 
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frische Hefe gewahlt. Das Reduktionsvermégen von frischer 
Hefe ist ja bekanntlich auffallend gering, kann aber durch 
vorhergehendes Erhitzen bis 40° sehr stark aktiviert werden }), 
was vielleicht auf das Freiwerden von Wasserstoffdonatoren 
zurickgefiihrt werden kann. 

Auch hier tritt also keine erhebliche Aktivierung ein. Es 
tritt aber auch mit Zymophosphat keine groBe Aktivierung 
ein. Es ware somit zu schlieBen, da die schlechte Reduktions- 
fihigkeit von frischer Hefe wenigstens nicht ausschlieBlich auf 
der Bindung der Wasserstoffdonatoren beruht. 

Nach Thunberg?) ist Succinat spezifischer Donator der 
Muskeldehydrogenase. Wir haben darum einige Versuche mit 
Trockenpraparat von Muskel gemacht. Das Trockenpraparat 
war aus frischer Rattenmuskulatur mit Alkohol und Ather 
dargestellt. 

Versuch 9. 


Das Trockenpriparat wurde mit Wasser gewaschen und 
dann zwischen Filtrierpapier gut abgepreBt. Zu den Proben 1 
bis 8 0,3 g ausgewaschene Ratten-Muskulatur, zu den Proben 9 
bis 10 0,2 g ausgewaschene Muskulatur. 

Die Co-Reduktase war ein bleigereinigtes Praiparat, das 
wir Herrn Dr. Myrbick verdanken. 


Tabelle 12. 











Nr Muskel + 0,5cem Na,HPO, + Entfirbungszeit 

0 125 ecm Mb 4+ (Min.) 
i. @ 1 »75 com Wiking : , 
8. 4. 1 cem Succinat 4- 0,75 eem Whee Etwa 150 
5. 6. 0,75 eem Co-Red. + 1 cem Wasser . 17,0 13,5 
i, 4+ 0,75 cem Co-Red. + 1 cem Succinat 19,5 19,0 
9. 10 0,75 ecm Co-Red. + 1 cem ae 

phosphat . .. . 7,0 6,5 


In dem folgenden Versuch kommen die Verhialtnisse noch 
klarer zum Vorschein. 





‘) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 151, S. 155 (1926). 
*) Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 23, S. 154 (1909); Bd. 25, 
S. 87 (1911); Bd. 35, S. 163 (1917). 
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Versuch 10. 


Dieselben Reagenzien wie in dem letzten Versuch. Zu 
jeder Probe 0,2 g besonders gut ausgewaschene Muskulatur. 


Tabelle 13. 


v. Euler und Nilsson, Zur Kenntnis der Reduktase usw. 





5. OO. 


-~1 
ie 2) 


0.5 cem Mb + 


1,5 cem Wasser 


0,75 cem Succinat + 0,75 cem 
Wasser ie em 

0,75 eem Co-Red. + 0,75 eem 
Wasser 

0,75 eem Co-Red. + 
Succinat . , 

0.75 eem Zymophosphat + 
0,75 cem Wasser . 

0,75 cem Zymophosphat + 
0,75 eem Co-Red. 


0,75 cem 








Muskel + 0,5cem Na,HPO, + 


| 


Entfirbungszeit 
Nach 5 Stdn. stark ge- 
fiirbt, nach 18 Stdn. 3 u. 4 


fast entfiirbt, 1 u. 2 noch 
recht stark gefarbt 


38 49 Min. 
44 48 
Nach 5 Stdn. stark gefarbt 
nach 18 Stdn. entfirbt 


7 7 Min. 


Das Zymophosphat und das Co-Reduktasepriparat wurden 
auf Spontanreduktion gepriift. 








Nr. 
L. 
ee? 
» 6. 





Tabelle 14. 


0,5 cem Na,HPO, + 0,5 eem Mb + 


0,75 cem Co-Red. + 0,75 cem Wasser. 
’ 9 


0,75 eem Co-Red. + 0,75 cem Zymophosph. 


0,75 ecm Zymophosph. + 0,75 cem Wasser . 


-Entfidrbungs. 
zeit (Stdn.) 


90 91 


Nach 67 Stdn. 
schwach gefarbt 





A 


Auch beim Ratten-Muskel haben wir also die Donatorwirkung 
von Succinat nicht konstatieren kénnen. Zymophosphat dagegeu 
aktiviert auch die Muskeldehydrogenase sehr stark. Es lige 
nahe anzunehmen, daB im Muskel diese Rolle des Zymo- 
phosphates vom Lactacidogen tibernommen ist. 

Ks muB hier betont werden, daB diese Unwirksamkeit von 
Succinat als Wasserstoffdonator fiir ausgewaschene Trockenmuske! 
gereinigtes Co-Enzym gilt, und zwar einstweilen nur fiir die 
untersuchte Succinat-Konzentration. Uber die Verhiltnisse beim 
frischen Muskel haben wir noch keine eigenen Erfahrunge). 
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Enzymatische Spaltung von Dipeptiden IV. 


Uber die Wirkungsweise des Darmerepsins (Darmpeptidase). 
Von 


Karl Josephson und Hans y, Euler. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Oktober 1926.) 


In unserer ersten Mitteilung iiber enzymatische Spaltung 
von Dipeptiden durch das Erepsin (Peptidase) aus Schweins- 
darm wurden Versuche beschrieben, welche die Grundlagen 
eines Studiums der Wirkungsweise des genannten Enzyms be- 
zweckten.') Wir hatten also Versuche angestellt, um den Ein- 
fuB der Wasserstoffionenkonzentration (Aktivitits-p,,-Kurve) 
sowie die Bedeutung der Substratkonzentration (Aktivitits-[S)- 
Kurve) bei der Spaltung eines einfachen Dipeptids (Glycylglycin) 
kennen zu lernen. Bei der Fortsetzung der Versuche”) wurde 
besonders die Spezifitit des Enzyms untersucht, sowie die 
Hrage, welche Eigenschaften des Substrates in erster Lainie 
die Bindung und Spaltung desselben bestimmen. Aus Ver- 
suchen iiber die Hemmung der Peptidasewirkung durch ver- 
schiedene Stoffe bekannter Konstitution und ferner durch Unter- 
suchung der Angreifbarkeit verschiedener Substrate suchten 
wir Anhaltspunkte zur Lésung unseres Problems zu gewinnen. 
Aus der Hemmung der Glycyl-glycinspaltung durch Glykokoll 
und Alanin bei wechselnder Aciditit, sowie aus den negativen 
Krgebnissen beziiglich des Hemmungsvermoégens gewisser Glyko- 
kollderivate und schlieBlich aus der Nichtspaltbarkeit der Acetur- 
sdure, der Hippursiiure und des Benzoyl-glycyl-glycins konnte 





') Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 59, S. 226 (1926). 
*) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 157, S. 122 (1926). 
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die folgende SchluBfolgerung gezogen werden: Die Bindung 
eines Substrates an das Erepsin aus Schweinsdarm 
wird wenigstens zum Teil durch die freie Aminogruppe 
des a-Aminosdurerestes des Peptids vermittelt. 

Um im AnschluB an diese Versuche die Frage beant- 
worten zu kénnen, inwieweit eine freie Carboxylgruppe im 
Substrat auch fiir die Bindung und Spaltung des Substrates 
notwendig ist, wurde die Spaltbarkeit der zuerst von Th. Cur- 
tius?) beschriebenen sogenannten Biuretbase 


H,N.CH,CO.NH.CH,CO.NH.CH,CO.NH.CH,COOC,H, 


nachgepriift. Aus dem Ergebnis unserer Versuche — die 
Biuretbase wurde durch das von uns benutzte Enzympriparat 
weitgehend gespalten — wurde wahrscheinlich gemacht, dab 
die Veresterung der Carboxylgruppe die Bindung und die 
Spaltung des Substrates nicht verhindert. Dabei ist es natiir- 
lich nicht ausgeschlossen, und es scheint sogar sehr wahrschein- 
lich, daB die Veresterung sowie jede Verinderung im Substrat 
mit einer Anderung der Affinitét zum Enzym verbunden ist. 

Bei den von uns bei der Priifung der Spaltbarkeit der 
Biuretbase gewahlten Versuchsbedingungen war es allerdings 
nicht ganz ausgeschlossen, daf die Spaltbarkeit der Biuretbase 
durch die Peptidase nur vorgetiiuscht war. Es muB nimlich 
noch mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB eine Esterase, 
welche in dem benutzten Glycerinextrakt des Darmes bei- 
vemengt sein konnte, die Spaltung der Biuretbase durch die 
Hydrolyse der Carbonsiiure-esterbindung eingeleitet hatte und 
daB das durch die Tiitigkeit der Esterase freigelegte Tetra- 
peptid dann weiter von der Peptidase angegriffen wurde. Nach 
den Ergebnissen der Versuche von Abderhalden und Alker’” 
iiber die Spaltung von Polypeptidestern durch Lipase ist aber 
eine solche Annahme nicht wahrscheinlich. Die untersuchten 
Polypeptidester — die Versuche von Abderhalden und Alker 
betreffen die Wirkung der Lipase auf den Glycyl-leucyl-glycin- 
ester und den Leucyl-glycyl-leucyl-glycinester — wurden nim- 


) Curtius, Chem. Ber. Bd. 37, S. 1284 (1904). 
*) Abderhalden u. Alker, Fermentforschung Bd. 7, S, 77 (1923). 
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lich von Lipase nicht oder jedenfalls nur schwer angegriffen. 
Durch diese Versuche wird also unser Befund gestiitzt, dab 
die Biuretbase spaltbar ist und daB die Veresterung der Carb- 
oxylgruppe des Peptids fiir die Bindung und Spaltung des 
Substrates durch die Darmpeptidase ohne Bedeutung ist. 

Wenn also unsere Annahme, daB die Bindung eines Di- 
peptids an das spezifische dipeptidspaltende Enzym wenigstens 
zum Teil durch die freie Aminogruppe des «-Aminosdurerestes 
des Substrates vermittelt wird, wahrscheinlich gemacht worden 
ist, so fragen wir uns weiter: Welche Atomgruppe im 
Enzym entspricht nun der Aminogruppe im Substrat, 
oder anders ausgedriickt, von welcher Art ist die Affini- 
titsgruppe der Peptidase, welche die freie Amino- 
sruppe des Substrates bindet? Wir haben versucht, 
diese Frage zu beantworten, und so zum erstenmal die Bin- 
dung Enzym—Substrat auf eine rein chemische Reaktion zwischen 
bestimmten, experimentell nachgewiesenen Atomgruppen so- 
wohl im Enzym wie im Substrat zuriickzufiihren. 

Von den in Frage kommenden, in der organischen Chemie 
bekannten Atomgruppen diirfte die Carbonylgruppe >C:0O 
(Aldehyd- oder Ketogruppe) oder eventuell eine in &hnlicher 
Weise wie bei den reduzierenden Zuckern vorkommende um- 
cestaltete Carbonylgruppe mit den vorliegenden Erfahrungen 
am besten in Einklang stehen. Die im experimentellen Teil 
dieser Mitteilung beschriebenen Versuche tiber die Hemmung 
der Glycylglycinspaltung durch die typischen Aldehydreagenzien 
Phenylhydrazin, Cyankalium und Sulfit macht es nun wahr- 
scheinlich, da8 die gesuchte Affinitiitsgruppe (substratbindende 
Gruppe) tatsichlich Aldehydeigenschaften besitzt. Alle drei 
Reagenzien zeigen nimlich ein bedeutendes Hemmungsvermigen 
auf die Peptidspaltung. Von den drei erwihnten Reagenzien 
ist Cyankalium der stirkste Hemmungsstoff. 0,002—0,003 n- 
KCN bewirkte bei der optimalen Aciditét der Knzymwirkung 
eine Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeit auf rund die 
Halfte. Die Hemmung durch das Sulfit — alle Versuche be- 
ziehen sich auf die optimale Aciditét der Peptidasewirkung — 
scheint uns im Verein mit den anderen erwihnten Ergebnissen 
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die beste Stiitze fiir die Anschauung zu sein, daf die be- 
treffende Affinitatsgruppe des Enzyms von Aldehydcharakter ist. 

Nach den bis jetzt vorliegenden Tatsachen laBt sich also 
die Bindung des Glycylglycins an die besprochene A ffinitits- 
gruppe der Peptidase durch die folgende Formulierung ver- 
anschaulichen: 


Peptidase 
CHO +H,N.CH,CO.NH.CH,COOH, 
Peptidase 
cH’ y 
\NH . CH,CO. NH. CH,COOH. 

Nachdem wir also Anhaltspunkte iiber die Art der Bin- 
dung zwischen dem Enzym und dem Peptid gewonnen haben, 
ist zur weiteren Autklarung unserer Anschauungen iiber den 
Wirkungsmechanismus der enzymatischen Peptidspaltung noch 
die Frage zu erértern, warum das Substrat nach erfolgter 
Bindung an das Enzym in seine Komponenten zerfallt oder 
mit anderen Worten: Wie sind die bei der Verbindung des 
Substrates mit dem Katalysator eintretenden Verinderungen 
im Molekiilbau beschaffen, so daB sie den Zerfall des Sub- 
strates (die Erhéhung der spezifischen Reaktionsfahigkeit) herbei- 
fiihren. Diese Frage hat der eine von uns schon friher in 
Zusaimenhang mit der Besprechung der Hydrolyse von Carbon- 
siureestern') etwas beriihrt und zwar wurde bei den Estern 
die Hypothese gemacht, daB die Instabilitat des an den Kataly- 
sator gebundenen Substrates darin besteht, daB eine konsti- 
tutive Anderung gegeniiber dem an den Katalysator nicht ge- 
bundenen Ester eintritt. Die nichstliegende Annahme war die, 
da nach erfolgter Anlagerung an den Katalysator der Ester 
enolisiert wird gem&éB der I ormel 


a 


CH, .COOC,H, —-> CH,—C—*-0C,H 


| 
OH 


') Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 30 (1926). 
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Die Instabilitat der an den Katalysator gebundenen Ester- 
molekiile oder Esterionen wurde dann auf die VergréBerung 
des Kernabstandes a zwischen der Acetylgruppe und der 
Athoxylgruppe zuriickgefiihrt. 

Die chemische Erfahrung, dab im allgemeinen bei der 
Knolisierung eines Molekiils seine Stabilitit gerade an den 
.doppelt gebundenen“ Kohlenstoffatomen vermindert wird, regt 
nun den Versuch an, die beziiglich der Hydrolyse der Carbon- 
siiureester entwickelten Vorstellungen auch auf die Hydrolyse 
der Peptidbindung —CO.NH— zu ibertragen. 

In den meisten Fallen muB aber im Falle der Polypeptide 
damit gerechnet werden, daB zwei verschiedene enolisierte 
Formen existieren kénnen. Beim Ubergang der normalen 
Ketoform des Glycylglycins in eine Enolform kann dieser 
Ubergang auf folgenden zwei Wegen geschehen: 

+ H,N.CH:C(OH). NH.CH,.COOH 
H,N.CH,CO.NH.CH,.COOH— 
SHLN.CH,.C(OH):N.CH,.COOH 
also mit der Doppelbindung zwischen zwei C-Atomen (C: (), 
oder zwischen den in der Peptidbindung teilinehmenden C- und 
N-Atomen (C:N). Welche von diesen zwei Méglichkeiten den 
wahrscheinlichsten Fall darstellt, diirfte sich jetzt kaum sagen 
lassen. Ks sei aber in diesem Zusammenhang an die neueren 
Krgebnisse von Abderhalden und Schwab!) iiber die desmo- 
tropen Formen der Diketopiperazine erinnert. Infolge der 
Higenschaften dieser enolisierten Formen der Diketopiperazine 
glauben Abderhalden und Schwab eine Formel fir die 
Knolform des Glykokollanhydrids mit der Doppelbindung zwischen 
C- und N-Atomen ausschlieBen zu kénnen und teilen der Sub- 
stanz die folgende Formel zu: 


/A—= COB 
\c(oH)=CH—” 

Fiir unsere Fragestellung ist besonders die Beobachtung 
von Abderhalden und Schwab von Bedeutung, ,,daB Glycin- 


') Abderhalden und Schwab, Diese Zs. Bd. 149, 8.100, 298 
(1925); Bd. 152, S. 88 (1926); Bd. 153, S. 83 (1926). 
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anhydrid in der Enolform rascher der Aufspaltung unterliegt 
und ein ganz anderes Verhalten zeigt als die stabile Form 
des 2,5-Dioxo-piperazins“. Von ganz besonders hohem Inter- 
esse ist nun der Befund der zitierten Autoren, dab dic 
durch die Einwirkung kalter Natronlauge auf die Enolform 
des Glycinanhydrids gebildete Peptid nicht die gewdéhnliche 
Form des Glycylglycins darstellt: ,,.Das durch Auskochen mit 
Alkohol vom Natriumjodid befreite Dipeptid zeigt ungesittigten 
Charakter. Es entfirbt in der Kalte Permanganatlésung; Sal- 
petersiure gibt Xanthoproteinreaktion. Simtliche Anhydrid- 
reaktionen fallen negativ aus, die Ninhydrinreaktion ist 
positiv. In Natronlauge lést sich die Verbindung mit inten- 
siver Gelbfairbung, die beim EKrwirmen schwicher wird und 
nach kurzem Kochen ganz verschwindet.' Auch von d,l-Leucyl- 
glycin haben Abderhalden und Schwab eine ungesittigte 
Form dargestellt, welche viel schneller als die gewéhnliche 
gesittigte Form der Spaltung unterliegt. So wurde eine 
0,2-molare Lésung des ungesittigten Peptids in 0,05 n-Natron- 
lauge in 9 Stunden quantitativ aufgespalten, wahrend unter 
denselben Bedingungen bei der gewdhnlichen Form des Leucyl- 
glycins noch nach 15 Stunden keine Spaltung festgestellt werden 
konnte. 

Es scheinen uns diese Resultate, dab schon die freien 
Dipeptide in ungesiittigten Formen auftreten konnen, fiir 
unsere Fragestellung wichtig zu sein. Unsere Annahme, dab 
die Spaltung des Peptids durch Enolisierung und Auftreten 
einer Doppelbindung eingeleitet wird oder daB die Enolform 
vorzugsweise an das Enzym gebunden wird, erscheint durch 
den Nachweis von Abderhalden und Schwab, daB solche 
Formen der Dipeptide im Verhaltnis zu den gewéhnlichen 
Formen der Dipeptide sehr reaktionsfahig sind, an Wahrschein- 
lichkeit zu gewinnen. 

Bei der Spaltung von héheren Peptiden wire also anzu- 
nehmen, da8 nach der Bindung durch die Aminogruppe unter 
eventueller Mitwirkung von anderen Gruppen im Substrat die 
Enolisierung und darauffolgende Spaltung an der der freien 
Aminogruppe des Aminosiurerestes nichstliegenden Peptid- 
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bindung eingeleitet wird. Die Spaltung eines Substrates, wie 
z, B. der Biuretbase durch die Darmpeptidase, wire also in 
folgender Weise zu verstehen: 


+ —CHO + H,N.CH,CO.NH.CH,CO.NH.CH,CO.NH.CH,COOC,H, 


| 


OH Y 
= —CHE | 
| HN.CH,CO.NH.CH,CO.NH.CH,CO.NH.CH,COOC,H, 
Enoli /sierung 


H,N.CH,COOH+ t —CHO +H,N.CH,CO.NH.CH,CO.NH.CH,COOC,H, 


ae 





— 


{ 


OH 
eo) —CHY 
| ~ NNH.CH,CO.NH.CH,CO.NH.CH,COOC,H. 
Enoli, sierung 


H,N.CH,COOH + & —CHO+H,N.CH,CO.NH.COOC,H, 


usw. 





Beschreibung der Versuche. 


Bei siimtlichen Versuchen war die Konzentration des 
Glycylglycins 0,05 n. Das Totalvolumen der Reaktionsmischungen 
betrug 25ccm. Pufferzusatz NaOQH+0,06 m-Phosphat. p, in 
der Reaktionsmischung bei Beginn der Versuche 7,8. Als 
Knzymmaterial diente ein Glycerinextrakt aus Schweinsdarm. 
Der Zusatz von Phosphat bewirkte keine Hemmung der Pepti- 
dasewirkung. ‘Titrationen in methylalkoholischer Lisung nach 
Willstatter und Waldschmidt-Leitz!) in der von Wald- 


schmidt-Leitz und Schaffner?) angegebenen Modifikation. 


A Sees 


') Willstitter und Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 2988 (1921). 


*) Waldschmidt-Leitz u. Schaffner, Diese Zs. Bd. 151, 8, 31 
(1926). 
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Versuche mit Phenylhydrazin. 


Zu den Versuchen wurde ein umkrystallisiertes Praparat 
von Phenylbhydrazin-chlorhydrat angewandt. Durch Zusatz von 
NaOH zu der Hydrazinlésung war die Aciditait auf die opti- 
male Aciditat der Peptidasewirkung eingestellt. 














Zunahme des Alkaliverbrauchs. 
cem 0,206 n. alkoholischer Lauge 
Mnetes ne 
Ohne Phenyl- 0,04 n-Phenylhydrazin. 0,04 n-Phenylbydrazin 
hydrazin  Inkubationszeit 5 Min. Inkubationszeit 60 Mi: 
30 0,21 | 0,15 | 0,11 
47 0,30 0,18 0,18 
15 0,40 0,18 





Aus diesen Versuchen geht hervor, da8 die Vereinigung 
des Phenylhydrazins mit der Peptidase eine Zeitreaktion ist. 
Die Hemmung war nimlich gréSer im Versuch mit der lingere) 
Inkubationszeit. Beim Fortschritt der Reaktion im Reaktions- 
gemisch wird auch die Hemmung vergréBert. 


Versuche mit p-Toluidin. 


Kine Versuchsreihe mit p-Toluidin wurde ausgetiihrt, wm 
nachzupriifen, ob die Peptidase eine starke Affinitaét zu diese 
aromatischen Amin besitzt. Wie die folgende Versuchsreilic 
zeigt, wurde indessen bei der angewandten Verdiinnung des 
p-Toluidins keine Hemmung der Peptidasewirkung beobachtet. 








Zunahme des Alkaliverbrauchs. 
Minuten cem 0,206 n. alkoholischer Lauge 





Ohne p-Toluidin | 0,001 n-p-Toluidin | 0,002 n-p-Toluidin 





180 0,37 0,38 0,38 





Ks mag vielleicht hervorgehoben werden, da das p-Toluidi: 
sich als ein kraftiges Saccharase-,Gift“ erwiesen hat. Eine 
0,001 n-Lésung von p-Toluidin wiirde bei dieser Aciditat die 
Saccharase in der gewéhnlichen Konzentration fast vollstiandig 
inaktivieren kénnen. 














“ 
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Enzymatische Spaltung von Dipeptiden. [V. 


Inaktivierung durch KCN. 


Bei Untersuchung der Hemmung der Peptidasewirkung 
von Hefe-erepsin durch Cyankalium fand Dernby'!) 0,1 n-KON 
vollig hemmend. 0,01 n-KCN bewirkte eine teilweise Hemmung, 
indem die Reaktionsgeschwindigkeit bei Gegenwart von 0,01 n- 
KCN weniger als die Halfte von der Reaktionsgeschwindigkeit 
ohne Gegenwart von KCN gefunden wurde. 

Unsere Versuche betreffen die Hemmung der Darm-pepti- 
dasewirkung durch 0,002 bzw. 0,003 n-KCN. Mit der letzteren 
Konzentration wurden zwei Versuche mit verschiedenen Inku- 
bationszeiten ausgefiihrt. Ks zeigte sich, dai die Hemmung 
bei sehr kurzer Kinwirkungszeit von KCN auf das Enzym gleich 
der Hemmung bei einer Kinwirkungszeit von 2 Stunden war. 
Die Reaktion zwischen dem Cyanwasserstoff und dem Erepsin 
ist also momentan verlaufend. 





Zunahme des Alkaliverbrauchs. 
Minuten cem 0,206 n. alkoholischer Lauge 


Ohne KCN 





0,002 n-KON 


35 0,27 0,12 
100 0,60 0,37 














Zunahme des Alkaliverbrauchs. 
ecm 0,206 n. alkoholischer Lauge 





Minuten 0,003 n-KCN unmittel- 0,003 n-KCN 
Ohne KCN bar bei Beginn des 2Std. vor Beginn des 
Versuches hinzugesetzt Versuches hinzugesetzt 


50 0,37 0,23 0,23 
100 0,62 0,28 0,29 








Versuche mit Sulfit. 


Zu den Versuchen kam ein aus Wasser umkrystallisiertes 
Praparat von Natriumsulfit zur Verwendung. Die Lésung des 


- ~ 


') Dernby, Biochem. Zs. Bd. 81, 8S. 107 (1917). 
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Sulfits wurde vor der Verwendung durch Zusatz von HCl auf 
die optimale Aciditit der Enzymwirkung gebracht. 








| Zunahme des Alkaliverbrauchs. 
Minuten cem 0,206 n. alkoholischer Lauge 


Ohne Na,SO, 0,02n-Na,SO, | 0,06n-Na,SO, | 0,2n-Na,SO, 








30 0,30 0,22 om | 0,0 
60 0,50 0,37 0,25 | “a 

















Zur Frage 
nach Carnosinwirkung auf die Magensaftsekretion. ’) 


Von 


I. P. Rasenkow, G. W. Derwies und S, E. Ssewerin. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium des W. A. Obuch-Instituts zur Erforschung 
der Gewerbekrankheiten in Moskau, Leiter I. P. Rasenkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Oktober 1926.) 


Vor lingerer Zeit haben I. P. Pawlow?) und seine Mit- 
arbeiter den die Magensaftsekretion stark anregenden Hinflub 
der Extraktivstoffe der Muskeln konstatiert und es driingt sich 
die Frage auf, ob nicht das Carnosin, welches einen wesent- 
lichen Bestandteil des Fleischextrakts darstellt, als das saft- 
treibende Hormon anzusehen ist. Carnosin steht seiner che- 
mischen Zusammensetzung nach dem Histamin, einem stark 
giftigen Stoffe, nahe, der sowohl die Kontraktion der glatten 
Muskulatur wie auch die Sekretion vieler Driisen anregt. Die 
physiologische Bedeutung des Carnosins ist bis heute noch 
wenig erforscht. Die Frage nach der Carnosinwirkung auf 
die sekretabsondernde Tiitigkeit der Magendriisen haben unseres 
Wissens nur folgende Autoren bearbeitet: Krimberg*) mit 


') Mitgeteilt dem zweiten KongreB der Physiologen in Lenin- 
grad 1926. 

*) I. P. Pawlow, Vorlesungen iiber die Verdauungsdriisen, neue 
Auflage, 1925 (Russisch); I, Lobassow, Die sekretorische Arbeit des 
Hundemagens, Dissert. St. Petersburg 1896 (Russisch); I. P. Rasenkow, 
Uber den Mechanismus der zweiten Phase der Magensaftsekretion, Arch. 
f. exper. Wissensch. Bd, 26, S. 27—59, 1925 (Russisch). 

*) R. Krimberg, Die Hormone usw., S. 39, Charkow 1918 (Russisch); 
Zur Frage nach dem Sekretionsmechanismus der Magendriisen, S. 3—4, 
Charkow 1915 (Russisch). 
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seinen Mitarbeitern (Komarow und Korchow) und Gold. 
schmidt und Schwarz. 

Die ersten Autoren injizierten Hunden das Carnosin intra- 
vends und subcutan in einer Menge von 0,02—0,06 g pro Kilo 
und kamen zu dem Schluf&, dab das Carnosin in allen Fallen 
ein in bezug auf die sekretabsondernde Tatigkeit der Magen. 


driisen starker Erreger ist. In seinen spateren Arbeiten sagt f 


Komarow!) freilich, da8 das Carnosin, je besser es gereinigt 


ist, desto schwicher auf die Magensekretion wirkt, obgleich | 


es seinen EKinfluB auf die sekretabsondernde Tiitigkeit der 
Darmdriisen in vollem Mabe beibehalt. Das hat Krimberg* 
nicht gehindert, auf Grund seiner friiheren Versuche — und 


man muB gestehen sehr weniger Versuche — eine vollstindig | 
oO 


neue Theorie des Arbeitsmechanismus der Verdauungsdriisen 
aufzubauen, welche er im Jahre 1925 von neuem gebrachit 
hat. AuBerdem untersuchte Krimberg*) im Jahre 1926 von 
neuem die Wirkung der Carnosinfraktion des Fleichextraktes 
auf die sekretabsondernde Tiatigkeit der Magendriisen, kon- 
statiert eine stark safttreibende Wirkung und schreib 
diese dem Carnosin zu. 

Goldschmidt und Schwarz‘) fihrten eine 1 °/, ige 
Carnosinlésung direkt durch die Fistel auf die Magenschleim- 
haut und kamen zu dem SchluB, daB das Carnosin auf die 
Sekretion des Magensaftes absolut keinen EKinfluB hat. 

Die Frage nach der Carnosinwirkung auf die Magensatt- 


— 





sekretion ist somit ungelést geblieben und bedarf einer weitere | 
Bearbeitung. Es ist bekannt, einen wie groBen KinfluB Neben- | 
bestandteile auf die physiologische Wirkung der Stoffe aus- | 
iiben und wir setzen natiirlich voraus, daB die Autoren mit | 
Carnosinpriparaten zu tun hatten, die in ihren Eigenschaften | 
infolge verschiedenen Reinheitsgrades differierten. Dieser Ver- | 


1) S. Komarow, ,,Wratschebnoje Delo“ (1921), Nr 1—6 u. Nr. 1! 
bis 15 (Russisch). 

*) R. Krimberg, Biochem. Zs. Bd. 157, S. 187—200 (1925). 

*) R. Krimberg, Biochem. Zs. Bd. 171, S. 169—176 (1926). 

*) E. Goldschmidt u. C. Schwarz, Arch. fiir d. ges. Physiol. 
Bd. 202, S. 485 (1924). 
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dacht ist um so begriindeter, als die Autoren die Priifung der 


ts Reinheit ihrer Priparate mittels Feststellung des Zersetzungs- 
punktes vorgenommen haben, wihrend die Feststellung der 
““ | spezifischen Drehung des Carnosins in dieser Hinsicht viel 
Ho wichtiger ist. Das Carnosin dreht doch die Polarisations- | 
“" f ebene des Lichtes nach rechts, wiihrend die es verunreinigen- 
ae den Stoffe linksdrehend sind. Demnach kann sogar ein ge- 
ig 


7 ringer Zusatz dieser Stoffe polarimetrisch festgestellt werden. 
8'F suf Grund dieser Uberlegungen beschlossen wir, bei Beginn 
_ unserer Arbeit in erster Linie ein méglichst reines Carnosin- 





ee praiparat herzustellen und gleichzeitig nach Ausscheidung 

>| der Nebenbestandteile ihre physiologische Wirkung einzeln 

nd zu untersuchen. 

lig Herr Prof. Dr. Wl. Gulewitsch, dem wir auch an dieser 

“"t Stelle unseren aufrichtigen Dank auszusprechen fiir eine an- 

ht genehme Pflicht halten, iibernahm die Oberleitung iiber die 

°" | Arbeiten zur Gewinnung und Reinigung der Priiparate. 

bes Das Carnosin wurde aus 13 kg bestem Fleisch nach der 

™ | von Gulewitsch}) und Smorodinzew?) ausgearbeiteten Queck- 

bt <ilbermethode gewonnen, die gegeniiber der friiheren Phosphor- 

| wolframmethode einen Vorzug verdient. Wir waren bestrebt, | 
'S° | die ganze Prozedur méglichst schnell auszufiihren, um nicht | 
m) unnétig AnlaB zu einer Zersetzung der Extraktivstoffe zu | 
Hie geben. In der Tat erhielten wir schon in einer Woche ein | 
Al) ungereinigtes krystallisiertes Priparat des Carnosins, das wir | 
M1 von der dunklen Mutterlauge absogen und mit Alkohol spiilten. | 
"!'| Die Ausbeute an diesem rohen Produkte betrug ungefahr rag PO | 
lv des Fleischgewichts. Die Reinigung des Carnosins wurde 

8 folgendermaBen ausgefiihrt. 

ni 


Eine méglichst konzentrierte, mit Tierkohle entfirbte wiaBrige 

_ Lésung des Carnosins wurde in einem Becherglase im Wasserbade er- 
er | hitzt und dureh Zugabe starken Alkohols gefillt; der anfangs gefillte 
_ unbedeutende Niederschlag von Bariumcarbonat wurde abfiltriert. Der 
3, |. Lésung wurde Alkohol bis zu einer bei Umriihren nicht mehr ver- 


|g ) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der _ physiologisch- 
_und pathologisch-chemischen Analyse, 9. Aufl., S. 861 (1924). 
*) Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 214 u. 221 (1914); Bd. 123, 
iol, S. 116 (1922), 
7 Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXII. 


~ 
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schwindenden Triibung hinzugefiigt und in diesem Zustande wurde di. 
Lésung mehrere Stunden stehen gelassen. Gewdhnlich erwies es sich. 
daB die Lisung am folgenden Morgen eine gréBere oder kleinere Meng: 
nadelférmiger Carnosindrusen enthielt. Da das Carnosin unter diesen 
Bedingungen leicht iibersiittigte Lisungen gibt, so muB man vor A). 
saugen der Krystalle die Lésung sorgfiiltig mit einem Stabchen um- 
riihren und sie darauf noch etwa 1 Stunde stehen lassen. Die obev 
beschriebene Fiallung wurde mit jeder Carnosinportion einige Male 
wiederholt und die endgiiltig erhaltenen Carnosinpriparate polarisie: 
Die eine gleiche spezifische Drehung besitzenden Fraktionen wurde: 
zusammengetan. 

Zum Schlu8 wurde ein Carnosinpraparat erhalten, desse: 
[é]n = + 21,1° war (@) = + 4,845° bei c¢ =5,730°/, und 
/=4dm), d.h. die spezifische Drehung dieses Praparates 
stimmte genau mit der von WI. Gulewitsch?) fir das rein 
Carnosinpriparat gefundenen spezifischen Drehung iiberein. 

Simtliche bei den Krystallisationen des Carnosins nachi- 
gebliebenen Mutterlaugen wurden vereinigt, bis zu einem kleine. 
Volumen eingedampft und zur dunklen, heigen Lésung wurde 
Alkohol bis zum Beginn der Ausscheidung dunkler 6lf6rmiger 
‘Tropfen hinzugefiigt. Nach 24 Stunden wurde die Lésung ab- 
gegossen, die dlférmige Schicht mit Alkohol abgespiilt und im 
Vakuumexsiccator getrocknet. Sie erstarrte zu einer harten, 
braunen Masse, welche mit Carnosindrusen durchgesetzt wurde 
Im ganzen wurden etwa 3g erhalten. 

Mit den oben beschriebenen Priparaten gingen wir a: 
unsere Versuche. 

Wir bedienten uns dazu dreier Hunde: ,Satana“ mii 
einem nach Heidenhain isolierten Kleinmagen, ,,Mars“ und 
,,Polkan“ mit Kleinmagen nach Heidenhain-Pawlow. Das 
Carnosin wurde mit der Nahrung in den Magen, subcutan und 
intraveniés in verschiedenen Mengen von 0,02—0,08 g pro Kilo- 
gramm ‘Tiergewicht eingefiithrt. Subcutan und _intravenis 
wurden 7—16°/,ige Lésungen injiziert, die mit Salzsiiure bis 
zu elmer auf Lackmus amphoteren Reaktion gebracht worde: 
waren. 


') WI. Gulewitseh, Diese Zs. Bd. 87, S. 10 (1913), 
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Als Resultat der Kinfiihrung von Carnosin erhielten wir 
folgende Ergebnisse. 


Innerliche Gabe von Carnosin. 
Mars“ — 19 kg. 

Verabfolgt 0,8 g, pro Kilogramm 42 mg, in Wasser und Milch ge- 
list. Rechnet man den Carnosingehalt in den Muskeln nach den Maxi- 
maldaten von Fiirth’) zu 3°/,,, so kénnen 0,8 g Carnosin in 270 g Fleisch 
enthalten sein, 

Auf die Sekretion des Magensaftes hatte jedoch diese 
Carnosinmenge absolut keinen Einflub. 


Subcutan injiziertes Carnosin: 
,yMars** — 19 kg. 
|. Injiziert: 0,5 g; pro kg 26 mg; in 7cem Wasser; 7,1°/, ige Lsg. 


g; , Kg 79mg; ,, 9 ccm » .2er we s 


me $9 4i 


»vatana’ — 81 kg. 
3. Injiziert: 0,6 g; pro kg 19 mg; in 7 cem Wasser; 8,6°/, ige Lsg. 
4, » : 15g; , kg 48mg; ,, 9 ecm » 3 1607) ie ,, 

Alle diese Versuche ergaben ein negatives Resultat. Kine 
Magensaftsekretion trat bei kemem Versuche ein. 

Hierbei ist als interessant zu verzeichnen, dab wir sogar 
bei Dosen von 80mg pro kg (im ganzen injiziert 1,5 g) an 
unseren Hunden gar keine Vergiftungserscheinungen beobachtet 
haben, wihrend nach Krimberg sogar Dosen von 60 mg pro 
kg (im ganzen injiziert 0,6 g) scharf ausgepragte allgemeine 
Anzeichen einer Vergiftung hervorriefen. Unsere Hunde be- 
ruhigten sich sofort nach Injektion der Lésung und befanden 
ich im weiteren wie gewohnlich in halb schlafendem Zustande. 


Intravenése Injektion des Carnosins: 
Mars’ — 19 kg. 
1. Injiziert: 1,1 g; pro kg 58 mg; in 7 ccm Wasser; 14,4°/, ige Lsg 
2. »  : 09g; ,, kg 47 mg. 
»Polkan“ -~- 14 kg. 
3. Injiziert: 0,5 g; pro kg 36 mg. 
Die Menge des bei diesen Versuchen ausgeschiedenen 
\lagensaftes wie auch seine Kigenschaften sind aus beifolgender 


l'abelle zu ersehen: 





) V. Fiirth u. Hryntschak, Biochem. Zs. Bd. 64, S, 194 (1914). 
tae 
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Mars“ Nr. 1 


| 


| Menge des 





,,Mars‘‘ Nr, 2 


Menge des 





| 


























»Polkan’ Nr. 3 

















| Menge des | 
Zeit- | ausgeschie- Zeit- ausgeschie- | Zeit- | ausgeschie- | 
* a : ~ ° | | 
intervall (denen Saftes intervall denen Saftes intervall | denen Saftes | 
in cem in eem in ecm | 
4 Min. — 7,5 Min. — 13 Min. — | 
. 3 cem |; 2,3 cei 
= ne mit Bei- ” ” 1,0 | 2,5 ecm x si mit 
i 0,4 +mischung] 15 _,, 0,8 mit em « 0,2 + groBer 
a 0,4 i a oS ae 0.7 | siete ae ae I | -—— 
Schleim ;} schleim 
a « 0,6 15 ‘s 0,3 alkalische | a 1 | 
5B . 0,2 ) Reaktion 15, 0,4 | 
¥ 0,9 ecm : 
1b» 0,2 | mit 15, 0,4 | | 1,7 com 
a « | 0,3 ; saurem Mm « 0.4 | { Schleim 
s | Schleim | 
bp, | oe |) 15, 0,2 L 
im ganzen | 3,9 =: | | 4 | 
~ . = See! 
Aciditit | | 
in Proz. HCl 0,130 0,073 | 0,146 
Verdauungs- | 
vermogen 
nach Mett 6,5 6 5,5 
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Wahrend der ganzen Sekretionsperiode schieden sich nur 
95—4 com Magensaft mit Beimengung einer groBen Menge 
Schleim von sehr geringer Aciditit (0,07—0,15) aus, jedoch 
mit verhaltnismaBig grobem Verdauungsvermégen. 

Zum Vergleich der erhaltenen Resultate wurden ent- 
sprechende Versuche mit kiuflichem Fleischextrakt vorge- 


genommen: 


Innerliche Gabe des Fleischextrakts. 
»,Mars“ — 19 kg. 
Verabfolgt: 10 g; pro kg 526 mg; in 200 eem Wasser; 5°), ige Lsg. 
Latente Periode 7 Minuten. 
Dauer der Sekretion 11/, Stunde. 
Gesamtmenge des ausgeschiedenen Saftes 11,1 ccm. 
Aciditit 0,408. 
Verdauungsvermégen 2 nach Mett. 


Subecutane Injektion des Fleischextraktes. 
,Mars“’ — 19 kg. 
Injiziert: 5g; pro kg 263 mg; in 20 ccm Wasser; 25°/, ige Lsg. 
Latente Periode 7 Minuten. 
Dauer der Sekretion 1'/, Stunde. 
Gesamtmenge des ausgeschiedenen Saftes 6,1 ccm. 
Aciditit 0,36. 


In beiden Fallen rief der Fleischextrakt eine scharf aus- 
gepragte safttreibende Wirkung hervor. Es ist dabei zu be- 
merken, daB in 5 g Fleischextrakt der Carnosingehalt natiirlich 
kleiner als 1,5 g ist, welche Menge demselben Hunde subcutan 
injiziert keine Wirkung hervorrief. 

In weiteren Versuchen injizierten wir die oben beschrie- 
benen Beimengungen des Carnosins intravends. 


Intravendése Injizierung der ,,Beimengungen des Carnosins“. 
Mars“ — 19 kg. 
[njiziert: 0,6 g; pro kg 31,6 mg; in 5 cem Wasser; 12°/,ige Lésung. 
Latente Periode 7 Minuten. 
Dauer der Sekretion 1 Stunde. 
Gesamtmenge des ausgeschiedenen Saftes 1,8 cem. 
Aciditaét 0,6 cem. 
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Nach der Injektion zeigten sich die Vergiftungserschei- 
nungen, der Hund schiittelte sich wie im Fieber, zog den 
Schwanz ein und lehnte sich in volliger Erschépfung an das 
Gestell. Die Arterien waren gespannt, der Puls langsam. 
Auch bei diesem Versuche erwies sich jedoch die Menge des 
abgesonderten Magensaftes als gering (1,8 ccm). 


Zusammenfassung. 


1. Die Einverleibung reinen Carnosins, subcutan oder 
innerlich gegeben, hat auf die Magensaftsekretion keinen HKin- 
flu8. Kinen schwachen safttreibenden Effekt erhailt man nur bei 
intravenéser Kinverleibung des Carnosins. Daher kann das Car- 
nosin, entgegen der Behauptung von Krimberg, nur zu den 
sehr schwachen Erregern der Magensaftsekretion gerechnet 
werden und das Fleischextrakt verdankt seine Wirkung nur 
in geringem Grade dem Carnosin. 

2. Die dem Carnosin beigemischten Substanzen haben in 
unseren Versuchen keine starke safttreibende Wirkung hervor- 
gerufen. Wenn Krimberg?) bei Injektion einer Carnosin- 
fraktion einen so starken safttreibenden Effekt erzielt hat, 
so hing das voraussichtlich davon ab, daB er seine Carnosin- 
fraktion nach der Phosphorwolframmethode erhielt, wihrend 
wir mit einer nach der Quecksilbermethode gewonnenen Car- 
nosinfraktion gearbeitet haben. 

3. Die Toxizitit einiger Carnosinpriparate hingt von de1 
das Carnosin begleitenden Beimengungen ab. 





') Krimberg, Biochem. Zs. Bd. 171, S.169—176 (1926). 


























Uber die Einwirkung von Enzymen auf das y-Methylglucosid 
von Emil Fischer. 
Von 
Richard Kuhn und Theodor Wagner-Jauregg. 


Mit 2 Figuren im Text. 


,us dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Miinchen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Oktober 1926.) 


Den y-Zuckern*) wird von vielen Forschern eine bedeutende 
Rolle im biologischen Geschehen zugeteilt. Man vermutet sie 
als Konstituenten wichtiger Polysaccharide, so des Rohrzuckers?”), 





') y- oder h Zucker sind die mit den gewéhnlichen Zuckern iso- 
meren Formen. Der strukturelle Unterschied ist in der Spannweite der 
Sauerstoff briicken gelegen. Sie sind in reinem Zustande noch unbekannt. 
Wir kennen vorerst nur einige Derivate. 

Die neueren Arbeiten von W. N. Haworth, E. L. Hirst und 
Mitarbeitern, Soc. Bd. 123, S. 1352 (1923); Bd. 127, 8. 358 (1925), Bd. 129, 
S. 89, 850, 1885 (1926) haben dargetan, daB die gewoéhnlichen Zucker 
der 1,5-oxydischen (pyroiden) Form entsprechen, wihrend den y-Formen 
die 1,4-(furoide) Sauerstoffbriicke zukommt. 

Zu einer anderen Klasse von y-Zuckern scheint die von H. Prings- 
heim durch Behandeln von Liivoglucosan mit konz. HCl erhaltene 
y-Glucose zu gehéren. Chem. Ber. Bd. 59, S. 1135 (1926). Der Entdecker 
schreibt ihr nach der Darstellungsweise 1,6-oxydische Struktur zu. Die 
1,5 Sauerstoffbriicke des Liivoglucosans soll durch H,O-Anlagerung aut- 
gesprengt werden, wiihrend die 1,6-Sauerstoffbriicke bestehen bleibt. 

> W. N. Haworth u. J. Law, Soe. Bd. 109, 8. 1314 (1916); 
W. N. Haworth, Soc. Bd. 117, 8. 199 (1920); E. F. Armstrong und 
Th. P. Hilditch, Soe. Bd. 117, S. 1086 (1920); W. N. Haworth und 
I. L. Hirst, Soe. Bd. 129, S. 1858 (1926); G. Me Orvan, Soe. Bd. 128, 
8. 1787, 1747 (1926); W. N. Haworth u. J.G. Mitchell, Soe. Bd. 123, 
S. 301 (1928). 
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des Inulins), der Starke”) und des Glykogens.*) Wegen ihrer 
besonderen Reaktionsfahigkeit hat man sie zur Lésung des 
Blutzuckerproblems herangezogen‘), und ihr Auftreten als 
Zwischenprodukt bei der alkoholischen Garung erwogen.®) 

Wenn die y-Zucker in der Natur die ihnen zugeschriebene 
bedeutende Rolle spielen, und vorausgesetzt wird, daB es sich 
um die, dem EK. Fischerschen y-Methylglucosid zugrunde 
liegende Glucose handelt, so ist das Vorhandensein y-glucosid- 
spaltender Enzyme in der Natur zu erwarten. 

Emil Fischer und andere Forscher, die das y-Methy]- 
glucosid in Hinden hatten, vermuteten in ihm ein Gemisc)) 
der beiden diastereomeren a- und §-Formen. Aus einer enzy- 
matischen Spaltung hitte man auf das Mischungsverhiltnis der 
beiden Anteile schlieBen kénnen, wie dies im Falle des y-Me- 
thylfructosides getan worden ist®.) 

EK. Fischer hat nur die Einwirkung von Hefeausziigen 
und von Emulsin auf sein y-Methylglucosid untersucht. Er 
konnte jedoch keine Spaltung feststellen.") 

Wir haben eine gréBere Zahl sehr verschiedenartiger En- 
zyme und Organausziige auf das y-Methylglucosid einwirken 
lassen, konnten aber in der Mehrzahl der Fille ebenfalls keine 
Spaltung beobachten. Wir benutzten wiBrige Ausziige aus 
Schweinehirn, -pankreas, -schilddriise, -niere und aus Kalbs- 





1) J. C. Irvine u. E. 8. Steele, Soc. Bd. 117, S. 1474 (1920); 
J. C. Irvine, E. 8S. Steele u. M.J. Shannon, Soc. Bd. 121, S. 1060 
(1922). 

*) H. Pringsheim, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1581 (1924); Naturw. 
Bd. 13, S. 1084 (1925). 

°) H. Pringsheim, Biochem. Zs. Bd. 156, S. 109 (1925). 

4) L. F. Hewitt u. J. Pryde, Biochem. Jl. Bd. 14, 8. 395 (1920): 
L.B. Winteru. W.Smith, J. of Physiol. Bd. 57,8. 100 (1922); C. Lunds- 
gaard u. §. A. Holboil, Jl. of Biol. Chem. Bd. 65, S. 323 (1925): 
H. Pringsheim, Biochem. Zs. Bd. 156, 8. 109 (1925); H. K. Barren- 
scheen, H. Kahler u. Hechl, Biochem. Zs, Bd. 167, S. 77 (1926). 

°») Z. B.: C. Neuberg in C. Oppenheimers Handbuch d. Biochemie 
Bd. Il, 8. 458 (Jena 1925). 

*) H. H. Schlubach u. G. Rauchalles, Chem. Ber. Bd. 55, 
S. 1842 (1925). 

‘’) Chem. Ber. Bd. 47, S. 1980, und zwar S. 1988 (1914). 
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muskel, ferner Schweineleberautolysat und -prefsaft, Schweine- 
blutserum, Menschenspeichel, Kuhmilch; von pflanzlichen Enzym- 
praparaten Emulsin, Takadiastase, Malzamylase, Autolysate von 
Aspergillus niger und von Griinmalz. Es wurde weiterhin ver- 
sucht, Aspergillus niger durch Ziichtung auf y-Methylglucosid 
an dieses Substrat zu gewohnen. ‘Tatsiichlich wuchs der Pilz 
auf einer derartigen Nahrlésung, die sonst keinerlei Kohlenstoft- 
quelle enthielt weiter. Das daraus bereitete Autolysat war 
aber gleichfalls wirkungslos.') 

Nur bei Verwendung von Hefeautolysat und von wiBrigen 
Ausziigen aus Schweineleber konnte geringe Spaltung erzielt 
werden. Der Spaltungsgrad betragt im giinstigsten Versuche 
mit Hefeautolysat mindestens 8,27) und héchstens 15,4 °/,, bei 
Verwendung von Schweineleberauszug mindestens 5,4 und 
héchstens 13,6°/,. Vielleicht werden sich durch Anreicherung 
des Enzyms aus den entsprechenden Loésungen Priparate mit 
praktisch verwertbarem Wirkungsgrad erhalten lassen. 

E. Fischer hat bei seinen Hefeversuchen mit waBrigen 
Hefeausziigen gearbeitet. Es ist méglich, daB die Freilegung 
des entsprechenden Enzymes erst bei der Autolyse erfolgt, 
und daB es gegen Siurebildung ahnlich empfindlich ist. wie 
die Maltase. Da sich aus Leber das Enzym nur durch Aus- 
laugen mit Wasser, nicht aber durch Autolyse oder Pressen ge- 
winnen lieB, scheint es gegen gewisse, bei der Autolyse oder beim 
Pressen in Freiheit gesetzte Stoffe besonders empfindlich zu sein. 

Bemerkenswert ist das Fehlen des Enzymes im Serum. 
Wenn das Problem des Blutzuckers tatsichlich mit der 7-Glu- 





') H.v. Euler, K. Josephson u. B. Séderling, DieseZs. Bd. 139, 
S. 1 (1924) haben darauf hingewiesen, da8 es beim Penicillium glaucum 
nicht gelingt, das darin enthaltene Invertin durch Wasser oder durch 
Autolyse in Lésung zu bringen. Man muB8 vielmehr mit dem frischen 
Pilz selbst arbeiten. 

*) Ganz genau lassen sich die Spaltungsgrade nicht angeben, da 
das fiir diese Versuche verwendete y-Methylglucosid 7,2°/, an schwer 
hydrolysierbaren Glucosiden enthielt. Unter der Annahme, daf diese 
durch die Einwirkung des Enzymes vollstiindig gespalten wurden, was 
aber nach den mit a-Methylglucosid angestellten Kontrollversuchen sehr 
unwahrscheinlich ist, ergeben sich die oben angefiihrten Mindestwerte. 


— 
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cose zusammenhangt, und zwar mit der dem j-Methylglucosid 
zugrunde legenden, hatte das entsprechende Enzym hier woh! 
auftreten kénnen. 

Ks wurde erwihnt, daB man im y-Methylglucosid das 
Vorliegen eines Gemisches vermutete. Den Beweis dafiir 
lietert die gleichzeitige polarimetrische und reduktrometrische 
Verfolgung der Hydrolyse in 0,5 n-HCl bei 25°. 

Die graphische Darstellung unserer Versuche geben dic 
Kurven I der Figur. 
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Die Zeit- Umsatz-Kurven, welche den reduktometrischen und 
den polarimetrischen Messungen entsprechen, fallen nicht zu- 
sammen. Berechnet man monomolekulare Reaktionskonstante 
aus beiden Kurven, so ergibt sich fiir Kurvepoiar, ein stetige- 
Steigen, fiir Kurve;equy:, ein stetes Sinken der Konstanten. Die 
reduktometrische Beobachtung entspricht dem tatsachlichen Ver- 
lauf der Spaltung. Bei einem Gemisch zweier verschieden 
rasch hydrolysierbarer Verbindungen tritt Spaltung vorerst der 
Komponente mit der gré8eren, spiter der mit der kleinere: 
Hydrolysenkonstanten ein. Daraus erklizt sich das allmii- 
liche Kleinerwerden der Konstanten. Der Verlauf der Kurven 
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beim polarimetrischen Verfolg der Hydrolyse eines Gemisches 
,weier verschieden stark drehender Komponenten und damit 
die Beziehung der fir bestimmte Zeiten gemessenen Hydro- 
lysenkonstanten ist ein willkiirlicher, infolge der Uberlagerung 
dreier Drehwerte, naimlich der beiden fiir die Komponenten 
und der Drehung des Endproduktes. 

Fiir den ersten Punkt der Kurveycguit¢, I fiir ¢ = 41,5 Mi- 
nuten berechnet sich & zu 0,00976. 

Fiir eine 20°/,ige Rohrzuckerlésung, vermischt mit dem gleichen 
Volumen I n-HCl, ergibt sich nach Ostwald-Luther, Hand- und 
Hilfsbuch zur Ausfiihrung physikal.-chemischer Messungen, Leipzig 1925, 
t. Aufl., 8. 605 fiir 25° ein & von 0,00472. Die anfiingliche Konstante 
des y-Methylglucosides ist demnach mehr als doppelt so groB wie die 
des Rohrzuckers, in Ubereinstimmung mit dem von E. Fischer!) er- 
haltenen Ergebnisse. 

Kine naheliegende Méglichkeit zur Erklirung der Dis- 
krepanz der beiden Kurven bestand in der Annahme des 
intermediiiren Auftretens einer freien y-Glucose, die einen von 
der gewohnlichen Glucose verschiedenen Drehwert besitzt, und 
sich allmihlich in diese umlagert. Diese Méglichkeit lief 
sich durch die Anwendung der Permanganatreaktion sehr un- 
wahrscheinlich machen. Es ist anzunehmen, dab y7-Glucose 
mit Permanganat viel stirker reagiert als gewéhnliche Glu- 
cose. Wir fanden nimlich beim Vergleich der Reaktions- 
fihigkeit von y- und @-Methylglucosid mit Permanganat nach 
einem quantitativen Verfahren, daB (bei gleichem p,,) die Zeiten 
tir 25°/, igen Permanganatverbrauch unter den von uns ge- 
wihlten Bedingungen im Falle des y-Methylglucosides 9, im 
Halle des «-Methylglucosides schatzungsweise 330 Minuten be- 
tragen. Dieser Versuch laiBt auf eine viel gréBere Perman- 
vanatreaktionsfahigkeit auch der freien y-Glucose schlieBen. 
Die Notwendigkeit eines quantitativen Verfahrens ergibt sich 
aus dem Vergleich des y-Methylglucosides mit den freien 
Hexosen. «,8-Glucose reagiert niimlich mit Permanganat 
ebenso rasch wie y-Methylglucosid, Fructose sogar noch 
schneller. Die Zeiten 25°/,igen Umsatzes betragen fiir 7-Me- 


') Chem. Ber. Bd. 47, S. 1980 (1914). 
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thylglucosid 9, fiir Fructose 8 Minuten (iquimolare Losungen, 
Pp, = 6,8, t= 18%).") 

y-Methylglucosid wurde in 0,5 n-HCl hydrolysiert. Die 
Hydrolyse wurde durch Neutralisation nach 100 Minuten unter- 
brochen, etwa zu dieser Zeit zeigt die Differenz der Kurvenordi- 
naten ein Maximum und es wurde die Permanganatreaktion 
verglichen mit einer Vergleichslésung, erhalten durch Mischen 
der entsprechenden Menge Glucose und y-Methylglucosid. Ks 
zeigten sich dabei beziiglich der Permanganatreaktion keine 
Unterschiede auBerhalb der Fehlergrenzen. Ein Auftreten von 
freier 7-Glucose findet in nachweisbarer Menge nicht statt. 
Ks ist wohl anzunehmen, daB primir freie y-Glucose gebildet 
wird, doch lagert sich diese unter den gewihlten Bedingungen 
offenbar mit unmeBbar groBer Geschwindigkeit in den gewoéhn- 
lichen Zucker um. 

C. 8. Hudson?) hat kiirzlich mit Hilfe des optischen 
Superpositionsprinzipes Berechnungen iiber die spezifische 
Drehung der Glucose und einiger Derivate angestellt. Hr 
kommt dabei im Gegensatz zu W. N. Haworth und Hirst*) 
zu dem SchluB, daB Glucose und die untersuchten Derivate 
furoid, und nicht pyroid seien. Seine fiir furoides «- und /- 
Methylglucosid berechneten Werte stimmen mit den _ beob- 
achteten Werten der bekannten Glucoside iiberein. Nac 
seinen Uberlegungen miiBten die noch zu isolierenden 1,5- 


———. 





' Wir haben auch versucht, mit Hilfe der Permanganatreaktion 
zur Kenntnis der in Polysaechariden vorhandenen Zuckerformen beizu 
tragen. Mit Pankreas- und mit Malzamylase in der Kilte rasch ge- 
spaltene Stiirkelésungen zeigten sofort nach Unterbrechung der Enzym- 
wirkung, wie nach liingerem Stehen gleiche Reaktionsfihigkeit mit Per- 
manganat. Man muB8 daraus schlieBen, daB bei der enzymatischen 
Hydrolyse nennenswerte Mengen freier, KMnQ, besonders leicht redu- 
zierender y-Zucker nicht auftreten, oder daB sie von duBerst kurzer 
Lebensdauer sind. (Beschreibung der Versuche: Th. Wagner-Jau- 
regg, Inaugural-Dissertation, Univ. Miinchen (im Druck) (1926).) Ent- 
sprechende Ergebnisse bei der Rohrzuckerinversion durch Saccharase 
wurden bereits mitgeteilt. R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Chem. 
Ber. Bd. 58, S. 1441 (1925). 

*) Am. Soc. Bd. 48, S. 1440 (1926). — 

3) Vg). Anm. 1, S. 103. 
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oxydischen «- und #-Methylglucoside ein [«|,, von + 114° 
baw. — 77° haben. Nimmt man an, daB das bekannte j-Me- 
thylglucosid ein Gemisch dieser beiden darstellt, so ergiibe 
sich fiir die y-Methylglucosidpriparate unserer Darstellung 
von [@], = — 10° (Mittelwert) ein Mischungsverhiltnis von un- 
sefahr 1:2, das dem von «@:f-Glucose im «,f-Gleichgewicht 
sehr angenihert entspricht. 

Die Tatsache, daf fiir gleiche Zeiten die Ordinaten der 
polarimetrischen Kurven kleiner als die der reduktometrischen 
sind veranlaBt zur Annahme der langsameren Hydrolysierbarkeit 
der stirker links drehenden Komponente des y-Methylglucosides, 
also der #-Form. Diese Annahme erklirt das Zuriickbleiben 
des Drehungsanstieges im Vergleich zur Reduktionszunahme, 
bedingt durch eine Verschiebung des Verhiltnisses der beiden 
Anteile wahrend der Hydrolyse, zugunsten der stirker links 
drehenden Form. Direkt ablesbar ist die geringere Hydrolysen- 
seschwindigkeit des stirker links drehenden Anteils durch Ver- 
gleich von Kurve I mit IJ. Die Ordinaten der Kurve II, die dem 
Praiparat mit dem starker negativen [@]p entspricht, liegen tiefer 
als die Ordinaten von Kurve I. Bei der Darstellung der beiden 
Produkte war der Rohsirup im einen Falle bei erhéhter, im 
anderen bei gewohnlicher Temperatur extrahiert worden. Man 
erhalt hierbei Produkte von verschiedenem [«],, infolge Ver- 
schiebung des Mischungsverhiltnisses der @- und §-Form. 

Bei den der gewodhnlichen Glucose und der gewohnlichen 
Galaktose entsprechenden Methylglucosiden ist umgekehrt die 
5-Form leichter hydrolysierbar.’) 


Beschreibung der Versuche. 


A. Zur Darstellung des 7-Methylglucosides. 


Ks sollte nach den Angaben von EH. Fischer gearbeitet 
werden.*) Die Ausbeuten waren jedoch derart unbefriedigend, 
da8 eine kleine Modifikation des Verfahrens vorgenommen 
werden muBte. Nach E. Fischer lést man 20 g Glucose in 

') E. F. Armstrong, The Carbohydrates and the Glucosides, 


London 1924, S. 140, 141. 
*) Chem. Ber. Bd. 47, S. 1980, und zwar S. 1885 (1914). 
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400 g 1°/, HCl-haltigem, trockenem, acetonfreiem Methy!- 
alkohol durch mehrstiindiges Schiitteln bei Zimmertemperatuy, 
neutralisiert nach 15 Stunden mit Silbercarbonat und schiittelt 
das gebildete y-Methylglucosid mittels 5 Portionen von je 
200 ccm trockenen, kalten Essigesters aus. Das nach den 
Verdampfen des Essigesters erhaltene Produkt wird abermals i: 
der gleichen Weise mit Essigester behandelt: Der nach dei, 
Verdampfen der Essigesterlésung verbleibende Riickstand wir: 
im Hochvakuum destilliert. E. Fischer gibt eine Ausbeute 
von 30°/, an, das sind 6,5 g des destillierten Glucosids. 11 
12 Versuchen erhielten wir nie mehr als héchstens 2,5 g un- 
destillierten Glucosides, das sind 11,5°/, der Theorie. Wir 
haben bei unseren Versuchen die Reaktionsbedingunge: 
mannigfach veraindert. So wurden die Lésungsmittel peinlichs: 
getrocknet, in anderen Fillen eine Spur Wasser zugesetzt, 
die Zeit fiir das Ausschiitteln mit Essigester wurde verlingeri, 
ebenso die Dauer der Einwirkung variiert. An Stelle von e- 
wurde von #-Glucose ausgegangen. Doch ist die Geschwindig- 
keit der Mutarotation in dem HCl-haltigen, absoluten Methy|- 
alkohol eine derart groBe, daB sich das «,f-Gleichgewicht 
schon nach kurzer Zeit einstellt. 

Zur Feststellung, ob sich die schlechte Ausbeute au 
7-Methylglucosid durch das Auftreten von Nebenreaktionen 
erklart, diente eine ,reduktometrische Gesamtanalyse". 
Wir verstehen darunter folgende Reaktionsreihe: Bestimmung 
des Reduktionsvermégens eines Zuckergemisches. 

1. direkt, 

2. nach 12stiindiger Hydrolyse mit 0,5 n-HCl bei 25—30'. 
,inilde Hydrolyse“, 

3. nach 2stiindiger Hydrolyse in etwa 8,8°/,igem HCl be 
100°, ,scharfe Hydrolyse*. 

Durch die Hydrolyse mit der 0,5 n-HCl wird das 7-Methy!- 
glucosid vollstiindig gespalten, durch Operation 3 die schwere: 
hydrolysierbaren Glucoside vom Typus des @- und /-Methy!- 
glucosides. Da die gefundene Reduktion durch verschiedene 
Zucker bedingt sein kann (bei der direkten Titration z. b. 
durch méglicherweise gebildete Disaccharide) rechnen wir die 
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sefundenen Reduktionswerte willkiirlich auf Glucose um, und 


ceben die so gefundenen Zahlenwerte als ,,g-Reduktion“ oder 


auf 100 g EKinwage berechnet als ,,°/,-Reduktion“ an. 


Die Anwendung der reduktometrischen Gesamtanalyse auf 


den Riickstand einer y-Methylglucosidbereitung, also eines 
Produktes, das nach EK. Fischers Vorschrift dargestellt und 
bereits mit kaltem Hssigester ausgeschiittelt war ergab 27 °/, 
G¢lucosereduktion bei direkter Titration. Milde und scharfe 
Hydrolyse ergaben keinen Unterschied im Titrationswert. Aus 
letzter Beobachtung folgt unter der Annahme, daB der leicht 
hydrolysierbare Anteil nur aus den beiden 7-Methylglucosiden 
besteht: die unter den Bedingungen E. Fischers in 
Keaktion tretende Glucose verwandelt sich quanti- 
tativ in y-Methylglucosid.') Unverindert bleiben nur 25 
bis 28°/, der angewandten Glucose, wie in mehreren An- 
sitzen ermittelt wurde. 

Die schlechten Ausbeuten beruhen offenbar auf der 
Schwerléslichkeit des y-Methylglucosides in kaltem Essigester. 
Wir haben daher versucht, dieses Lésungsmittel durch Aceton 
zu ersetzen, wie es Macdonald?) bereits getan hat. Es lassen 
sich auf diese Weise etwas mehr, etwa 33°/, der gebildeten 
leicht hydrolysierbaren Glucoside gewinnen. 

Noch giinstiger ist es, das Reaktionsprodukt etwa 5 mal 
it je 200 com Essigester 15 Minuten lang auszukochen, wobei 
leicht 70°/, des leicht hydrolysierbaren Produktes gewonnen 
werden. Wie aus den spiter angefiihrten experimentellen 
Daten ersichtlich, ist das gewonnene Produkt tatsachlich 
y-Methylglucosid.*) Es unterscheidet sich von dem genau 


') Ebenso entsteht bei der y-Methylgalaktosid- (W. N. Haworth, 
D. A. Ruell u. G. C. Westgarth, Soc. Bd. 125, S. 2468 (1924) wie 
bei der y-Methylxylosidbildung (W. N. Haworth u. G. C. Westgarth, 
Soe. Bd. 129, S. 880 (1926) ausschlieBlich das y-Glucosid. Dieses diirfte 
sich immer primir bilden und erst beim Erhitzen mit saurehaltigem 
Alkohol in die bestiindigeren «- und #-Formen der gew6éhnlichen Glu- 
coside umlagern. 

*) Soc. Bd. 108, S. 1901 (1913). 

*) In neutraler, nicht wiBriger Lésung tritt demnach bei der Tem- 
peratur des siedenden Essigesters keine Umlagerung der labilen Sauer- 
stoffbriicke ein. 
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nach der Vorschrift von KE. Fischer gewonnenen im Wert 
fir [@],. Wihrend E. Fischer nur ganz schwache Links- 
drehung angibt ((¢], =— 3,64° und — 1,47°), wurden hier 
Werte von [@|p =— 10° im Mittel gefunden. Diesen Befund 
erklirt die Tatsache, daB im y-Methylglucosid ein Gemiscli 
der beiden diastereomeren Formen vorliegt, die je nach Ge- 
winnungsweise zu verschiedenen Anteilen gemischt sein kénnen. 
Das mittels warmem Kssigesters gewonnene Produkt reduziert 
Fehlingsche Lésung ganz schwach, wie dies das undestil- 
lierte Produkt von EK. Fischer auch tut. LEinige unsere 
Produkte waren durch geringe Mengen schwer hydrolysierbarer 
Glucoside verunreinigt. Diese diirften sich beim Auskochen 
mit Essigester aus dem y-Methylglucosid bilden. Das y-Me- 
thylglucosid unserer Darstellung lé8t sich im Hochvakuum 
nicht ohne Zersetzung eines groBen Teiles, und nicht ohne 
das Auftreten von gréBeren Mengen reduzierender Substanz 
destillieren. Zur Erklirung dieser Tatsache muB die An- 
wesenheit der schwer hydrolysierbaren Produkte herangezogen 
werden; oder es ist das im y-Methylglucosid unserer Dar- 
stellung iiberwiegende Diastereomere weniger leicht fliichtig 
als das im Fischerschen Produkt vorherrschende. 

Fiir die in den folgenden Kapiteln beschriebenen Ver- 
suche geniigte die Reinheit des undestillierten Produktes. 

Zum Beweis der Identitit des durch Auskochen mit 
Kssigester erhaltenen Produktes und des y-Methylglucosid 
seien einige an ihm ausgefiihrte Bestimmungen angegeben. 
Wir hatten den Sirup im Hochvakuum bei 100° getrocknet. 


1. Reduktion (Willstitter-Schudel): 


0,6843 g Glucosid verbrauchen 1,81 cem n/,o-J, entsprechend 0,0163 ¢ 
Glucose. 2,39°/, Reduktion. 


2, Drehungsvermégen: 


ajo = — 0,56°, 1 = 2 dm, c = 2,787; [a }° = — 10,23° (in H,0). 


Kine andere Probe [«]},° = — 9,65°. 





Die in der Figur angegebenen [«],-Werte sind unter 
Beriicksichtigung des aus der Eigenreduktion berechneten Glu- 
cosegehaltes ermittelt. 


= 
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38. Methoxylbestimmung;: 
0,2290 g Substanz gaben 0,275 g AgJ. 
C,H,,0, Ber. 15,98 °/, OCH, Gef. 15,87 °/, OCH,. 


4. Molekulargewicht (kryoskopisch); 
0,4189 g Substanz gaben in 15 cem H,O von 22,5° gelést: 1 = 0,316° 
01187 g  ,, a Pea » d= 0,088° 
C,H,,0, Ber. 194,1°/, ref, 164,8, 160,5°/, 


5. Umwandlung in «-Methylglucosid: 

3,9 g Substanz mit 14 g 0,25°/, HCl-haltigem, absolutem 
Methylalkohol 50 Stunden im zugeschmolzenen Rohr im sie- 
denden Wasserbade erhitzt, gaben nach dem Konzentrieren 
der Lésung 1,7 g eines krystallisierten Kérpers, der nach der 
Umkrystallisation aus absolutem Alkohol als e-Methylglucosid 
identifiziert wurde. 


Schmelzpunkt 162—166° statt 165— 166°. 
[a]p = + 154,5° statt + 157,5°. 


6. Darstellung von Glykosazon aus dem y-Methyl- 
glucosid. 

7g Substanz wurden in 150 ccm 20°/,iger Kssigsiiure 
2 Stunden lang auf dem kochenden Wasserbade aufbewahrt. 
Nach Neutralisation mit NaOH wurde mit einer Liésung von 
14 ¢ Phenylhydrazinchlorhydrat versetzt und auf dem Wasser- 
bade weitere 11/, Stunden erwirmt. Ks konnten so 5 g (71 °/, 
der angew. Menge) eines in der heiBen Liésung unldslichen 
Qsazons gewonnen werden, das sich als Glykosazon erwies. 

Nach Umkrystallisation aus Alkohol: Schmelzp. 205°, 
statt 205° nach E. Fischer.') Nochmals in Pyridin gelést 
und mit Wasser ausgefallt. Bestimmung der Drehung (Vor- 
schrift Neuberg)?): 

0,2024 g¢ Substanz in 4 ccm Pyridin (absol.)-+- 6 ccm Al- 
kohol (absol.) im 1-dm-Rohr, wp = — 1,39° (Anfang), — 0,80° 
‘nach 24 Stunden: nach dieser Zeit konnte wegen der auf- 
tretenden Dunkelfirbung nicht mehr polarisiert werden); statt 


') Chem. Ber. Bd. 17, S. 579 (1884). 
*) Chem. Ber. Bd. 32, 8. 8384 (1899). 
lfoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIf. 8 
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— 1,25° (Anfang), —0,71° (Ende) nach Levene und La 
Forge.') 


- 


i. Destillationsversuche: 

Zwischen Destillationsgefa8 und Quecksilberdampfstrah!- 
pumpe war eine mittels fliissiger Luft gekiihlte Waschflasche 
zwischengeschaltet. Zu Beginn der Destillation zeigte das 
Manometer einen Druck von 0,036 mm. Mit Erhéhung der 
‘'emperatur verschlechterte sich das Vakuum_ betrichtlich, 
infolge Auftretens von Zersetzungsprodukten. Bei 205° (Kisen- 
feilheizbad 310°) und 0,59 mm gingen die ersten, leicht gel) 
gefirbten Tropfen iiber. Bei 220° (auBen 340°) und 0,62 min 
Druck ging blo&B mehr wenig eines ziemlich dunkelgelb ge- 
farbten Sirups iiber, weshalb die Destillation unterbrochen 
wurde. Der Riickstand im Kolben war ginzlich verkohlt. 

Der zuerst iibergegangene Sirup besaB ein [a@]p von 
+ 6,83° und zeigte eine Reduktion von 8,5°/,. Die milde 
Hydrolyse zeigte 52,6°/, 7-Methylglucosid an. 

Bei einer vorhergehenden Destillation war ein Praparat 
von 58°/, Reduktion erhalten worden. 


Reduktometrische Gesamtanalyse. 


Verwendet wurde ein Rohsirup, der bereits mit kaltem 
Kssigester ausgeschiittelt war. 

Etwa 1,8g des noch stark essigester-feuchten Sirups 
wurden mit Wasser zu 100 ccm aufgefillt. 


1. Direkte Titration: 

10 cem Lésung: 4,15 eem n/10-J. Gef. 0,0374 g Glucose. 

2. Milde Hydrolyse: 

25 ccm obiger Loésung wurden mit n/1-HCl auf 50 ccm 
aufgefiillt und etwa 21 Stunden im 30°-Thermostaten belassen. 


10 ecem Loésung (nach Neutral.): 7,69 eem n/10-J. 
Auf 10 cem Lésung der direkten Titration umgerechnet: 15,38 cem 
n/10-J. 
Gef.: 0,1492 g y-Methylglucosid. 


') Jl. of Biol. Chem. Bd. 20, S. 429 (1915). 
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38. Scharfe Hydrolyse: 


50 com der Lésung, wie sie zur direkten Titration ver- 
wendet wurde, + 10 ccm konz. HC1(38°/,ig) wurden 2!/, Stunden 
am RiickfluB gekocht. Es wurde auf 100 cem aufgefiillt. 

10 cem Lésung (nach Neutral.): 7,66 cem n/,)-J. 

Auf 10 ccm der direkten Titration umgerechnet: 15,32 ecm n/10-J. 

Gef. 0,1489 g Glucosid. 
Freie Reduktion des Produktes aus 1 und 3 berechnet: 25,2°/). 


B. Enzymversuche. 


Substrat: Das angewandte 7-Methylglucosid zeigte eine 
Higenreduktion von 3,7°/,. Bei einem nachtriiglich an- 
gestellten milden Hydrolysenversuch erwies es sich nicht ganz 
frei von schwer hydrolysierbaren Produkten. 17,2°/, davon 
waren anwesend. Aus dieser Verunreinigung erkliren sich 
wohl auch die in manchen Versuchen beobachteten geringen 
Spaltungen. 

Knzymlésungen: Die tierischen Organe wurden an 
Schlachttagen aus dem Schlachthof bezogen, und frisch ver- 
arbeitet. Zur Bereitung der wiaBrigen Ausziige wurde das 
mehrmals durch die Fleischmaschine getriebene und mit Sand 
zerriebene Organ mit der 8—®dfachen Menge Wasser und 
1 Tropfen Essigsiure 11/,—6 Stunden im Thermostaten bei 
30° ausgelaugt. Zum Versuch wurde die zentrifugierte und 
filtrierte Lésung verwendet. | 

Der LeberpreBsaft wurde mit Hilfe einer Buchnerpresse 
hergestellt. 

Die Hefe wurde mit Essigester autolysiert.') Zur Neu- 
tralisation der dabei auftretenden Siure wurde nicht n/10-NH,, 
sondern n/10-NaOH verwendet, um die Bildung von Jodstick- 
stoff bei der Willstatter-Schudel-Titration zu vermeiden. 

Leber und Aspergillus niger wurden mit Toluol verflissigt, 
die Autolysatlésungen in ahnlicher Weise wie bei der Hefe 
gewonnen. 


1) C. Oppenheimer u. R. Kuhn, Die Fermente und ihre Wir- 
kungen. 5. Aufl. Leipzig 1925, S. 372, 
Q* 
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Nihrlésung fiir die Ziichtung des Aspergillus 
niger: Als solche wurden 100 ccm der mineralischen Nahr- 
lésung von A. Meyer benutzt.') Als Kohlenstoffquelle wurden 
3g y-Methylglucosid zugesetzt. 

Zur Bestimmung des Leerverbrauches an Jod wurde 
gleichzeitig mit dem Hauptversuch ein Kontrollversuch ohne 
Substrat angesetzt, der gleichzeitig mit dem Hauptversuche 
titriert wurde. Sein Jodverbrauch + dem der gesondert er- 
mittelten Kigenreduktion des Methylglucosides entsprechenden 
Verbrauch an J lieferte den Leerverbrauch. Oder es wurde 
zum Kontrollversuch kurz vor der Titration die entsprechende 
Menge Substrat zugesetzt. Man erhilt so in einem Versuch 
den Leerverbrauch. 

Die Titration des Jods in den: oft stark gefirbten Knzym- 
lésungen lift sich bei Zusatz geniigender Mengen von Stiirke- 
lésung (bis 4 ccm 1/,°/,iger Losung), und der Verwendung von 
Vergleichslésungen mit hinreichender Genauigkeit ausfihren. 

Im nachstehenden einige Versuchsbeispiele: 

1. WiBriger Schweineleberauszug: Ansatz 0,1529 ¢ 
y-Methylglucosid in 10 com H,O + 2 ccm m/15-KH,PO, + 2 ccm 
m/15-Na, HPO, + 3 ccm Toluol + 20 com Enzymlésung. 

Kinwirkungsdauer: 15 Stunden bei Zimmertemperatur 
bei 30°: 

Hauptversuch: 19,39 cem n/10-J, 
Leerverbrauch: 17,41 ,, ¥ 


Verbrauch: . 1,98 ,, ” 
Spaltung: . 12,6 °/) 





Unter ahnlichen Versuchsbedingungen mit einem Auszug 
aus einer anderen Leber wurde eine Spaltung von 8,2°/, er- 
halten. 

c-Methylglucosid wurde im Parallelversuch mit gleichen 
Konzentrationen zu 8,0°/, gespalten. 

2. WiBriger Schweinehirnauszug. Ansatz: sonst wie 
unter 1. nur an Stelle von 2 ccm wurden je 5 ccm Phosphatlésung 


verwendet (p,, = etwa 6,8). 


') E. Abderhalden, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden. 
Berlin und Wien 1910. 3. Bd., S. 1220. 
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Einwirkungsdauer: 40 Std., 30°, 
Hauptversuch: . . 5,52 cem n/10-J, 





Leerverbrauch: . 5,23 _,, . 
Verbrauch: . . . 0,29 _,, . 
Spaltung: . . . 1,8, 


3. WaBriger Kalbsmuskelauszug: Ansatz wie unter 2. 


(p,, = etwa 6,8). 


Kinwirkungsdauer: 16 Std., 30°, 





Hauptversuch: . . 5,15 cem n/10-d, 
Leerverbrauch:. . 5,13 ,, 
Verbrauch: . . . 0,02 

Spaltung:. . . . 0,1°/, 


4. WaBriger Schweinepankreasauszug: Ansatz wie 
unter 2. (p,, = etwa 6,8). 


Kinwirkungsdauer: 41 Std., 30°, 





Hauptversuch: . . 20,23 cem n/,o-J, 
Leerverbrauch:. . 20,03 ,, ¥ 
Verbrauch: . . . 0,20 _,, " 
Spaltung:. . . . 1,3, 


5. WaBriger Schweinenierenauszug: Ansatz wie 
unter 2. (p,, = etwa 6,8). 


Einwirkungsdauer: 43 Std., 30°, 


Hauptversuch: . . 8,44 cem n/10-J, 
Leerverbrauch:. . 7,70 ,, ds 
Verbrauch: . . . 0,74 ,, ” 
Spaltung . . . . 4,7% 


6. WaBriger Schweineschilddriisenauszug: Ansatz 
sonst wie unter 1., nur 9 ccm m/15-sek. Phosphat + 1 ccm 
prim. Phosphat verwendet, an Stelle von insgesamt 4 ccm 


(p,, = etwa 7). 


Einwirkungsdauer: 41 Std., 30°, 





Hauptversuch: . . 12,59 cem n/10-J, 
Leerverbrauch:. . 11,93 _,, a 
Verbrauch: . . . 0,66 ,, - 
Gueltaae:. . . . 42%, 


7. Schweineblutserum: Ansatz wie unter 2. (p,, = 


etwa 6,8). 


Einwirkungsdauer: 40 Std., 30°, 
Hauptversuch: . . 30,90 cem n/10-J, 
Leerverbrauch:. . 30,21 ,, ‘a 
Verbrauch: . . . 0,69 ,, s 
Spaltung:. . . . 4,4°/ 
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8. Menschenspeichel: Ansatz: 0,4274 g 7-Methylglucosid 
in 10 com H,O + 9 ccm m/15 prim. Phosph. + 1 com m/15 sek. 
Phosph. + 20 ccm Enzym + 3 ccm Toluol (p,, = etwa 5,9). 

Einwirkungsdauer: 44 Std., 30°, 
Hauptversuch: . . 6,30 ecm n/10-J, 
Leerverbrauch:. . 6,69 __,, = 
Verbrauch: . . — 0,39 _,, ‘. 
(innerhalb der Fehlergrenzen der Methode). 


9. Hefeautolysat: Ansatz wie unter 2. (p,, = etwa 6,5). 


Einwirkungsdauer: 48 Std. bei Zimmertemperatur - 
48 ,, » 30°, 
a) Hauptversuch: 6,84 cem n/10-J, 
Leerverbrauch: 4,79 ,, 
Verbrauch:. . 2,05 ,, is 
Spaltung: . . 13,0 °%/ 
a-Methylglucosid wurde im Kontrollversuch unter gleichen 
Konzentrationsverhaltnissen zu 40,1°/, gespalten. 
b) wie unter a), aber mit eimem anderen Hefeautolysat. 


Hauptversuch: 7,36 eem n/10-J, 
Leerverbrauch: 4,94 ,, “ 
Verbrauch:. . 2,42. ,, a 
Spaltung: . . 15,4°/, 


c-Methylglucosid im Kontrollversuch zu 63,7°/, gespalten. 


In ihnlichen Versuchen wurde iiberhaupt nicht gespalten 
durch: Pankreasamylase (bei p,, = etwa 6,8) bereitet nacli 
R. Willstatter, KE. Waldschmidt-Leitz und A. Hesse’), 
LeberpreBsaft (bei p,, = etwa 6,8), Aspergillus niger (mit toluol- 
haltigem Wasser iiber Nacht stehen gelassen, bei p,, = etwa 
5,9), Griinmalz (mit der 4fachen Menge toluolhaltigem Wasser 
1 Stunde geschiittelt, bei p, = etwa 5,9), Kuhmilch (bei p,, = 
etwa 5,9), LeberpreBsaft (bei p,, = etwa 6,8). Durch Aspergillus 
niger nach der, Ziichtung auf y-Methylglucosid wurde gespalten 
zu 3,0°/, (bei p, = etwa 5,9), durch Malzamylase (bei p,, = 
etwa 4,5) zu 0,2°/,, durch Takadiastase (bei p, = etwa 6,8 
zu 2,2°/,, durch Kmulsin (bei p,, = etwa 4,6) zu 1,5°/,, durch 
Schweineleberautolysat (bei p,, = etwa 6,8) zu 3,1°/,. 


') Diese Zs. Bd. 126, S. 159 (1923). 
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C. Kinetik der Saurehydrolyse. 
Tabelle I. 
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I ” a 
Zeit 3 x 5 rr) A & g 3 E: °/, Umsatz |K-10*-0,4343 
.% S 5 5 a 5 a a 
33 3 2 a 8 5 
— 0,50 
8 Min — 0,42 0,08 2,9 16,0 
20,5 — 0,37 0,13 a 10,2 
8.5 45 — 0,21 0,29 10,6 12,6 
41,5 ,, 8,07 33,2 42,2 
62,5 ,, — 0,04 0,46 16,7 12,7 
1045 ,, 15,07 62,0 40,3 
10s, + 0,38 0,88 32,0 15,5 
157, + 0,77 1,27 46,2 17,1 
161,5 ,, 18,07 14,4 36,6 
199.5 ,, + 1,04 1,54 56,0 17,9 
213.5 ,, 19,87 81,8 34.6 
217,5 ,, + 1,18 1,68 61,1 18,9 
268,5 21,07 86,8 32, 
21,5 4, + 1,42 1,92 69,9 19,2 
295, 21,67 89,3 (32,9) 
307, + 1,60 2,10 16,4 20,4 
361, + 1,76 2,26 82,2 21,0 
24 Std. + 2,21 2,71 98,6 
32. 24,22 99,2 
3 Tage 24,47 + 2,25 2.75 100 


Die Zahlen der Tabelle lieferten die Kurven I. Die Ver- 
suche wurden mehrmals mit gleichem Ergebnis wiederholt. 

Es wurden in einem 150-ccm-MeBkolben etwa 3,5 g 
y Methylglucosid, in 75 com Wasser gelést, im Thermostaten 
bei der Versuchstemperatur von 25,0 + 0,05° mindestens 
10 Minuten vorgewirmt. Zur gemessenen Zeit wurde die 
Lésung mit 75 ccm vorgewirmter n/1-HCl zur Marke auf- 
gefiillt. Ein Teil der gut vermischten Lésung wurde rasch in 
ein Polarisationsrohr (1,895 dm) gebracht, durch dessen Messing- 
mantel mit einer kleinen Turbine Wasser aus dem ‘Thermo- 





120 Richard Kuhn und Theodor Wagner-Jauregg, 


staten im lebhaften Strom durchgesaugt wurde.) Die Innen- 
temperatur des Rohres war 24,8". Der Rest der Lésung 
wurde im MeSkolben im Thermostaten belassen und zu _ be- 
stimmten Zeiten wurden herauspipettierte Proben in die zur 


Neutralisation eben erforderliche Menge NaOH flieBen gelasseu. | 


Diese Proben wurden dann nach Willstitter-Schudel titriert. 


Anfangsdrehung: — 0,50°; Anfangsreduktion (fiir 10 cem Loésung) 
0,93 cem n/10-J, 
Enddrehung: + 2,25°; Endreduktion 25,25 ecm n/10-J. 
Glucosekonzeuntration berechnet: 
aus der Enddrehung: 2,26 





aus der Endreduktion: 2,27 
Die Ubereinstimmung beider Werte beweist die Abwesen- 
heit von schwerhydrolysierbaren Produkten im angewandtei 
Priiparate. | 


Permanganattitration der bei der Hydrolyse 
auftretenden Glucose. 
2,255 g y-Methylglucosid wurden mit 25 ccm n/10-HC! 
zu 50 cem gelést und 100 Minuten bei 25° im Thermostatex 





n 
ecm —-~ KMn0, 
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a 
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\Z _ ws : 
70 20 90 bo Mir. 
Fig. 2. 


belassen. Nach dieser Zeit wurde mit 25 ccm n/1l-NaOH 
genau neutralisiert, je 5 ccm m/15 prim. und sek. Phosphat + 
20 com n/10-KMnO, zugegeben, und je 10 ccm titriert.’) 





1) C. S. Hudson, Journ. Amer. Chem. Soe. Bd. 30, 8, 1564 (1908). 
2) Vgl. R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Chem. Ber. Bd. 55. 
S. 1441 (1925). 
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Ne Im Kontrollversuch wurden angewandt 0,810 y-Methyl- 
ng glucosid + 1,340 g Glucose, entsprechend 60,5°/,  Spaltung 


ye. | (entnommen aus der Kurve I...) und 3,7 °/, freier Reduktion 
ur des angewandten Praparates. Beide KMnO,-Titrationen wurden 
a1.) bei 15° ausgefiihrt. 

rt. Zur Stoppung diente ein Gemisch von 7,5 com m/15 prim. 


Phosphat + 9,5 ccm m/15-H,PO, + 1 com KJ 10°/,ig. 

Der Permanganatverbrauch fiir die entsprechenden Zeiten 
in 10 ccm der Liésung ist aus der Kurve Fig. 2 zu ersehen. 
(Ks waren urspriinglich 9,53 com n/50-KMnO, in 10 ccm der 
Liésung vorhanden.) 

Die Zeiten fir 25°/,igen KMnO,-Verbrauch sowohl im 
Haupt- wie im Kontrollversuch waren 28 Minuten. 











Untersuchungen 
iiber den Lactacidogenphosphorsdurewechsel im Herzmuskel. 


Von 


Hans Perger. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Minster.) 
Mit 1 Figur im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Oktober 1926.) 


Durch zahlreiche Arbeiten der letzten Jahre, besonders 
aus den Instituten von Embden und Meyerhof, hat der 
Chemismus der Kontraktion des quergestreiften Skelettmuskels 
eine weitgehende Klirung erfahren. Es erschien wichtig, zu 
untersuchen, ob die Feststellungen iiber den Kohlenhydrat- 
abbau im Skelettmuskel auch fiir den Herzmuskel gelten, 
d. h. ob wir auch hier ein Lactacidogen als leicht angreifbare 
Kohlenhydratphosphorsaéureverbindung annehmen kénnten, und 
fernerhin, ob sich eine ionale Beeinflussung dieses Phosphor- 
siiurewechsels ermoglichen lieBe. 

Nach den Untersuchungen von Embden und seinen Mit- 
arbeitern erfolgt durch Zusatz bestimmter Ionen zu Muskel- 
brei ein Verschwinden von anorganischer Phosphorsiéure unter 
Aufbau von Hexosediphosphorsiure.') Diese Letztere ist nahe 
verwandt mit dem Lactacidogen, das bekanntlich unter den 
Bedingungen der Warmestarre in anorganische Phosphorsiure 
und Kohlenhydrat bzw. Milchséure gespalten wird. AuBer 
dieser labilen Phosphorsiureverbindung befindet sich in der 
Muskulatur noch Phosphor in festerer organischer Verbindung 
in Form der Phosphatide und in den Nucleoproteiden, der 


') Embden u. Lehnartz, Zs.f. physiol. Chem. Bd. 134, 8, 245 
(1924); Lange, ebenda Bd. 137, S. 105 (1924); Embden u. Haymann, 
ebenda Bd. 187, S. 154 (1924). 
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| sogenannte ,,Restphosphor“, der somit die Differenz zwischen 
' Gesamtphosphor einerseits, der Lactacidogenphosphorsiure und 








anorganischem Phosphat andererseits darstellt. 

Nach alteren Untersuchern findet sich im Herzmuskel ein 
besonders hoher Phosphatidgehalt. Im Embdenschen Institut 
hat neuerlich Kahn?) bei einer Untersuchung iiber den 
Lactacidogenstoffwechsel des Herzens im Kaninchenherzen 
einen besonders hohen Gehalt an unléslicher Restphosphor- 
siure festgestellt. Uber ihre Beziehungen zu Sarkoplasma- 
reichtum und Cholesteringehalt hat vor kurzem noch Embden’) 
zusammenfassend bestimmte Vorstellungen geiufert. EKin- 
gehende Aufschliisse iiber die einzelnen Fraktionen der an- 
organischen und organischen Phosphorsiure im Herzen 
brachten dann die sehr sorgfiltigen Untersuchungen von 
Schenk.’) Es sei schon hier bemerkt, daB sich die Resultate 
von Kahn und von Schenk in wesentlichen Punkten be- 
stiitigen lieBen. (Uber einige SchluBfolgerungen des Letzteren 
wird jedoch noch spiter ausfiihrlicher zu sprechen sein.) 


Methodik. 


Zu meinen Versuchen benutzte ich die Herzen von Fréschen, 
Schildkréten, sowie Hunden, Kaninchen und Meerschweinchen. Der 
Brustkorb der Tiere wurde — bei Warmbliitern nach Entbluten aus der 
Carotis — mit gré8ter Beschleunigung eréffnet und das noch: immer 
lebhaft schlagende Herz von seinen Anhiingen, von dem sichtbaren Fett 
und dem Bindegewebe, befreit. Die ganze Masse der Ventrikel — nur 
diese wurden benutzt — wurden auf einer eisgekiihlten Glasplatte mit 
der Schere fein zerkleinert. Die weitere Verarbeitung des Muskelbreis 
geschah dann in engster Anlehnung an die bei Embden iibliche Me- 
thodik*), desgleichen die gravimetrische Bestimmung der Phosphorsaure 
nach Embden.°) 

Es handelte sich zunichst darum, festzustellen, ob im 


Herzmuskel ein &hnlich hoher Gehalt an Lactacidogen vor- 





) Kahn, Med. Inaug.-Diss. Frankfurt, 1919. 

*) Embden, Chemismus der Muskelkontraktion im Handb. d. normal. 
. pathol. Physiologie Bd. 8, 5. 389. 

*) Schenk, Pfliigers Archiv, Bd. 202, S. 329 (1924). 

*) A. C. Wechselmann, Zs. f. physiol. Chem. Bd. 113, 8S. 193 
(1921); Embden u. Lehnartz, ebenda Bd. 134, S. 248 (1924). 
°’) Embden, ebenda Bd. 113, 8. 138 (1921). 
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handen ist, wie im Skelettmuskel, ob also auch beim Herzen 
eine Vermehrung der von vornherein vorhandenen anorganischen 
Phosphorséure bei lingerem Stehen stattfindet. Beim Skelett- 
muskel liegen die Dinge bekanntlich so, da sich unter den 
Bedingungen der Wirmestarre, d.i. bei Aufbewahrung des 
Breies in 2°/, Bicarbonatlésung bei 38—40°, die urspriinglicl: 
vorhandene Menge Phosphorsiure betriichtlich vermehrt. Dieser 
Vorgang ist in 2 Stunden abgeschlossen und ist nach Embdens 
Anschauung ausschlieBlich auf das Freiwerden von Phosphor. 
siure aus Lactacidogen zuriickzufiihren, so da’ umgekehrt aus 
der Menge dieser Lactacidogenphosphorséure auf die Menge 
des Lactacidogen geschlossen wird. Das Ergebnis solcher am 
Herzmuskelbrei gemachten Untersuchungen ist in Tab. | 
wiedergegeben. 





Tabelle IL. 


Phosphorsiiure in °/, 





Versuch nach 2 Std. | Zuwachs an anorganischer 


sofort 
































Nr. bei 38° Phosphorsiure in °/, 
vorhandene 
vorhandene 
a) Schildkréten: 
3 0,098 0,271 0,173 
4 0,108 0,251 0,148 
5 0,109 0,276 0,167 
6 0,097 0,264 | 0,167 
Mittel: | 0,108 0,265 =| 0,162 
b) Meerschweinchen: 
7 | 0,148 | 0285 | 0,142 
¢) Kaninchen: 
12 0,132 0,217 0,085 
51 0,145 0,262 0,117 
Mittel: | 088 | 0,240 ~~ | 0,102 
d) Hund: 
$4 0,175 0,288 0,118 
49 0,175 0,348 0,173 
60 0,169 0,300 0,131 
63 0,178 0,292 0,119 
Mittel: | 0,178 0,306 ~— | 0,133 
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Wir sehen die fiir den Skelettmuskel bekannte Tatsache 
auch hier bei allen untersuchten Tierarten bestatigt, dab sich 
unter den Bedingungen der Wirmestarre die Menge der 
freien anorganischen Phosphorsiure erheblich vermehrt. Diese 
Zunahme — also der Wert fiir Lactacidogenphosphorsiure — 
ist in Spalte 4 wiedergegeben. Betrachten wir die errechneten 
Werte der sofort vorhandenen Phosphorsiiure, so will es 
scheinen, als ob es sich bei den einzelnen Zahlen um Betriige 
handelt, die in der Nihe eines fiir die entsprechende Tierart 
charakteristischen Mittelwertes liegen. Jedenfalls zeigen die 
Bestimmungen der Trockensubstanz keine hinreichende Er- 
klarung fiir Unterschiede, wie wir sie bei den betreffenden 
Tierarten finden. Hier sei besonders darauf hingewiesen, 
daB die betreffenden Phosphorsiurewerte (Stab 2) bei Schild- 
kréten (um 0,103 °/,) und Hunden (um 0,173°/,) untereinander 
eine sehr weitgehende Ubereinstimmung zeigen, wiihrend bei 
den Endwerten (Stab 3) die Streuung um die Mittelwerte sehr 
sroB ist. Keinesfalls gibt die Differenz der beiden Phosphor- 
siurewerte einen charakteristischen Mittelwert fiir Lactacidogen- 
phosphorsiiure, wie ihn die Embdensche Schule fiir die ver- 
schiedensten Skelettmuskeln von Warm- und Kaltbliitern, ge- 
ordnet nach ihrer Beanspruchung und manchen jahreszeitlichen 
Verschiedenheiten, fand.') Es mag sein, da die Gesamtzahl 
der Versuche nicht ausreicht, um individuelle Verschieden- 
heiten, die der Fett- und Bindegewebsgehalt bedingen kann, 
auszuschalten; das nachstehende Versuchsprotokoll schiebt aber 
einen anderen Gedankengang in den Vordergrund. 

In einem ganz frischen Herzmuskelbrei eines Hundes 
wurde der Wert der sofort vorhandenen anorganischen Phos- 
phorsiure mit 0,173°/, bestimmt (Versuch 63), nach 2 Stunden 
(suspendiert in 2°/, Natriumbicarbonat bei 38°) betrug der 
Wert 0,292 °/,. In zwei weiteren Proben jedoch, die 4 bzw. 
6 Stunden unter den gleichen Bedingungen aufbewahrt waren, 
wurden 0,309 °/, und 0,331 °/, Phosphorsiure gefunden. 

Hierdurch unterscheidet sich also der Herzmuskel vom 


') Embden u. Adler, Zs. f. physiol. Chem. Bd. 113, S. 201 (1921). 
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quergestreiften Skelettmuskel; denn bei letzterem darf dic 


Vollendung der Abspaltung von anorganischer Phosphorsaure 
aus Lactacidogen unter den gewihlten Versuchsbedingungen 
als beendet angesehen werden.'!) Geht nun aber in unserem 
Versuch im Herzmuskel die Abspaltung weiter, so kénnte man 
natiirlich annehmen, da die Lactacidogenspaltung in dieser 
Zeit noch nicht beendet ist.”) Wahrscheinlicher aber diirfte 
es sein — und eine derartige Ansicht hat auch Kahn’) bei 
iihnlichen Erfahrungen schon angedeutet —, daB wir im 
Herzen neben dem leichtspaltbaren Lactacidogen noch andere 
labile Phosphatverbindungen haben, die in der Wiarme eben- 
falls anorganische Phosphorsiure abgeben und dann einen 
falschen Wert fiir Lactacidogenphosphorsiure vortiauschen 
kénnen. Sehr spricht dafiir die Beobachtung von Erlandsen‘), 
daB sich im Herzmuskel einige itherlésliche Monoamido- 
diphosphatide in reichlicher Menge befinden, die im Skelett- 
muskel nicht nachgewiesen werden konnten. Wollen wir nun 
annehmen, daB diese Abspaltung von anorganischer Phosphor- 
siiure aus anderen organischen Phosphorsaureverbindungen als 
dem Lactacidogen in dem ersten 2-Stundenabschnitt etwa in 
gleichem Tempo verlaufen sei, so miBten wir, natiirlich nur 
in ganz grober Annaherung, bei den sonst gefundenen Werten 
etwa 0,020°/, fiir 2 Stunden in Abzug bringen. 

Aus folgender Versuchsanordnung diirfte weiterhin ge- 
schlossen werden, daB der Gehalt an anorganischer Phosphor- 
siiure in einem bestimmten Verhiltnis zur Kontraktionsarbeit 
des isolierten Herzens besteht. 

Schildkrétenherzen wurden sorgfiltig herauspripariert, in 
eine Schale mit Ringerlésung gelegt und dort langere Zeit 
sich selbst iiberlassen. Nach Ablauf einer bestimmten Zeit 
wurden die Ventrikel in der iiblichen Weise verarbeitet. Zur 
Kontrolle des Verhaltens der Phosphorsiure in der quer- 





1) A.C. Wechselmann, ebenda Bd. 113, S. 146 (1921). 

*) Schenk hat in dieser Hinsicht iibrigens andere Resultate, vg. 
a.a.O., S. 332, Tabelle. 

‘) Kahn a. a. O. 


‘) Erlandsen, Zs. f. physiol. Chem. Bd. 51, S. 71 (1907). 
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cestreiften Skelettmuskulatur wurden gleichzeitig mit der Ver- 
arbeitung der Ventrikel Teile der Schultermuskulatur des be- 
treffenden Tieres entnommen. 

Das Ergebnis einer solchen Versuchsreihe ist in Tab. II] 
wiedergegeben, wobei die in der ersten horizontalen Linie 
enthaltenen Werte fiir die Herzmuskulatur der Tab. I ent- 
nommen sind. Die entsprechenden Werte fiir die in Skelett- 
muskulatur sofort vorhandene Phosphorsiiure sind ebenfalls 
angegeben. Wir sehen aus Stab 3, da’ die Menge der sofort 
vorhandenen anorganischen Phosphorsiure im Herzen von 
0,103 9/, bei in Ringerlésung 1, 2 oder 3 Stunden schlagenden 
Herzen auf 0,073—0,079 °/, (im Mittel also 0,676°/,) abnimmt. 

Dieser Wert, der sich in meinen Versuchen nur in sehr 
engen Grenzen verschiebt, ist anscheinend unabhingig von der 
Zeit, die das Herz extra situm, also ohne neues Naihrmaterial 
zugebracht hat. Anders verhalt es sich aber mit der gesamten 
anorganischen Phosphorsiiure (Stab 4) bzw. der Lactacidogen- 
phosphorsiure (Stab 5). Diese Werte sind ebenfalls vermindert, 
und zwar am starksten da, wo das Herz am liingsten ge- 
schlagen hat (vgl. Versuch 15 und 16). Wir diirfen also an- 
nehmen, daB das Herz wihrend der Kontraktion aus dem 
Lactacidogenvorrat geschépft und die iberfliissige Phosphor- 
siure an die Umgebungsfliissigkeit abgegeben hat; denn 
Phosphorsiure konnte in der Innenfliissigkeit von Herzen, die 
an der Straubschen Kaniile arbeiteten, mehrfach, aber nicht 
immer, nachgewiesen werden. 

Von besonderem Interesse sind Versuch 10 und 11, in 
denen die Durchliftung der Ringerlésung wihrend des zwei- 
stiindigen Versuches eine starke Abnahme des Lactacidogens 
offenbar verhinderte (Spalte 4 und 5). 

Die zum Vergleiche mit angegebenen Zahlen fir den 
Skelettmuskel bestitigen die von Deuticke!) angefihrte Be- 
obachtung, da®& sich in der in situ befindlichen Muskulatur 
der Wert der sofort vorhandenen Phosphorsiure auf Kosten 
des Lactacidogens vermehrt. 


a 


') Deuticke, Diese Zs. Bd. 149, S. 259 (1925). 























Tabelle IL. 
Herz | Skelett 
1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 7 | . | 9 
Phosphorsiiure in °/ _ Phosphorsiiure in °/ : 
: P bib OR a ae Lactacidog.- | P fe Lactacidog. - 
nach Wiirme- “7 nach Wirme- a 
sofort rahe Phosphor | sofort | rncayaes 
vorhandene | pe siure %/) | handene | ine ail 
'| vorhandene ; om vorhandene 
i pace 0,103 0,265 o1s2 || (og37 0,352 0,125 sofort 
oe Tab. I , i ailalaas = ? ? 
2 Versuch 8 {| ! . 0,078 0,193 0,116 || 0,258 0,351 0,096 nach 1 Std. 
a - | verarbeitet 
7 1 Stund 
1 - Versuch 9 | .. Spunae 0,075 0,196 0,121 
in Ringer 
Versuch 15 | 3 Stunden 0,079 0,124 0,045 
in Ringer 
Versuch 16 | 3 Stunden 0,074 0,158 0,084 
in, Ringer 
2 Stunden ? 
Versuch 10 | in durchliif- 0,078 0,223 0,145 0,274 0,347 0,073 nach 2 Std. 
teter Ringer verarbeitet 
oe 
“ Versuch 11 desgl. 0,073 0,206 0,133 
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Der Lactacidogenphosphorsiurewert fiir die sofort ver- 
arbeitete Herz- bzw. Skelettmuskulatur ist beim Herzen etwas 
héher als in der Schultermuskulatur. Dieser Befund stimmt 
mit den Resultaten von Schenk iiberein, doch glaube ich 
gerade an dieser Stelle besonders auf die oben erérterte Még- 
lichkeit eines zu hohen Wertes hinweisen zu miissen, zumal 
sonst von Embden der Grundsatz aufgestellt ist, daB mit dem 
mr Dauerleistung befihigenden Reichtum an Sarkoplasma, 
Restphosphorsiure (im Zusammenhang mit dem Kernreichtum) 
ein geringer absoluter Lactacidogenphosphorsiiurewert einher 
zu gehen pflegt. 

Nach diesen Grundfeststellungen war zu priifen, ob auch 
weitere experimentelle Befunde am Skelettmuskel aut das Herz 
zu iibertragen wiren. Embden und seine Mitarbeiter, ins- 
besondere Lehnartz') und Lange’) haben bekanntlich ge- 
funden, da8 Anionen und Kationen einen ganz charakteristischen 
KinfluB auf den Lactacidogenwechsel haben, daB nimlich bei 
Zusatz einzelner Ionen das Lactacidogen besonders schnell 
zerfallt, daB andere hingegen freie anorganische Phosphorsiure 
zum Verschwinden bringen, also nach Embden die Lact- 
acidogensynthese begiinstigen. 

Unter den Anionen hatte sich als das am stirksten die 
Synthese begiinstigende Ion das Fluor erwiesen, dessen KinfluB 
ich auf Herzmuskelbrei untersuchte. Auch hier schloB sich 
die Methodik ganz an die bei Embden iibliche Versuchs- 
anordnung an, ich setzte also dem Herzmuskelbrei gleichzeitig 
mit der Fluoridkonzentration Glykogen 0,4°/, und Natrium- 
bicarbonat 2°/) zu. 


Das Herz von Versuch 63 stammte von einem sehr lebhaften, ge- 
sunden Hund von etwa 5 kg Gewicht. In Versuch 49 handelte es sich 
um ein groBes Tier (12,5 kg), das seit 10 Tagen an Staupe erkrankt war. 

Die Menge der bei Versuchsbeginn yvorhandenen anorganischen 
Phosphorsiiure war bei beiden Tieren praktisch gleich, 0,173°/, bzw. 
0,175°/,, auf der Abbildung ist diese Phosphorsiiuremenge durch die 
schraffierten Stiibe graphisch dargestellt. 


') Embden u. Lehnartz, ebenda B. 134, S. 243 (1924). 
*) Lange, ebenda Bd. 137, S. 105 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLX1I. ) 
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LieB ich dagegen die Muskulatur in 2°/, Bicarbonatlésung unter 
Zugabe von 0,4°/, Glykogen stehen, so erfolgte in beiden Fiillen eine 
Abspaltung von anorganischer Phosphorsiure, die in der Abbildung an 
einem Ubersteigen der wagerechten Linie, die dem Anfangswert gleich 
zusetzen ist, erkennbar gemacht ist. Bei Natriumfluoridzusatz zu dem 
gleichen Milieu (Bicarbonat + Glykogen) ist im Versuch 63 ein auBer- 
ordentlich starkes Absinken des Wertes fiir anorganische Phosphorsiiure 
unter den Anfangswert in den entsprechenden Stiiben zu erkennen. In 
Versuch 49 jedoch, bei dem staupekranken Tier, bleiben die Werte 
unter sonst gleichen Bedingungen allerdings hinter dem Spaltwert von 
0,319°/, betrichtlich zuriick, doch iibersteigen sie die Anfangslinie mit 
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0,202°/, bei m/10-Natriumfluorid und 0,240°/, bei m/100-Natriumfluorid 
noch betriichtlich. Es findet hier also keine Synthese von Lactacidogen 
statt, wohl aber eine Hemmung des Zerfalls. 


Die Befunde von Versuch 63 wurden in mehreren Versuchen in 
iihnlichem AusmaBe bestiitigt. Nur in einem weiteren Versuch (Ver- 
such 34) reichten die bei Zusatz von Natriumfluorid gefundenen Werte 
von 0,148°/, bei m/10 und 0,151°/, bei m/100 wesentlich weniger unter 
dem mit 0,175°/, gefundenen Anfangswert. Auch in diesem Falle wurde 
das Herz eines kranken Tieres (es handelte sich um eine Schwanger 
schaftstoxikose) verarbeitet. 


Gleiche Unterschiede in der Synthesefihigkeit des Skelettmuskels 
von gesunden und kranken Kaninchen konnten von mir gelegentlich 
einer auf Veranlassung von Prof. Embden im Frankfurter Institut fiir 
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vegetative Physiologie angestellten Untersuchung nachgewiesen werden.') 

Wir gingen damals von der Vorstellung aus, daB die verminderte mus- 

kuliire Leistungsfahigkeit, die sich bei manchen Erkrankungen findet — 

wir untersuchten damals Tiere mit experimentellem [Ileus —, durch 
Kolloidzustandsinderungen mitbedingt sein kénnte. Wir deuteten die 
Ergebnisse, die den hier vorliegenden durchaus entsprechen, so, da8 
sich in den Muskeln am Orte des Lactacidogenwechsels intravital Ver- 
iinderungen vollzogen, die denen auBerordentlich ‘ihnlich sind, die beim 
Altern“ der zerkleinerten Muskulatur’), beim allmihlichen Absterben 
isolierter Muskeln*), sowie namentlich nach ermiidender Titigkeit*) auf- 
treten, wenn auch das Vorhandensein anderer Erklirungsméglichkeiten 
nicht ausgeschlossen werden soll. 

Im Zusainmenhang damit sei erwiihnt, daB bei 2 Kaninchenherzen, 
die aus diuBeren Griinden erst 45 bzw. 75 Minuten post mortem dem 
Situs entnommen wurden, die Fihigkeit der Synthese nahezu voll- 
stiindig fehlte. 

Aus all diesen Versuchsergebnissen kénnen wir zusammen- 
fassend schlieBen, daB eine grundsitzliche Gleichheit zwischen 
Herz- und Skelettmuskel besteht hinsichtlich der Fahigkeit, 
Phosphorsiure zum Verschwinden zu bringen. 

Es gibt keine andere Deutung dafiir, als daB diese Phos- 
phorsiure synthetisch verarbeitet wird, d. h. der Herzmuskel 
hat die Fahigkeit, durch Wiederaufbau sich Energiequellen 
zu verschaffen. Dabei ist es gleichgiiltig, ob die dabei ent- 
stehenden neuen Verbindungen, so wie es von Embden und 
seiner Schule fiir den Skelettmuskel wahrscheinlich gemacht | 
ist, ganz als Lactacidogen anzusprechen sind, oder ob die ver- 
schwundene Phosphorsiiure andere héhermolekulare Verbindun- | 
gen eingeht. In jedem Falle muB in der gleichen Weise, wie | 
beim Lactacidogenaufbau des Skelettmuskels, dieser Aufbau 
mit einem Energieverbrauch einhergehen, und die Frage nach der 
Knergiequelle, wie sie Embden und Meyerhof beim Skelett- 6% 
muskel bearbeitet haben, mu8 deshalb auch hier gestellt werden. 

Natriumfluorid ist in so hohen Konzentrationen, wie sie hier 
in Frage kommen, ein tiberaus kraftig wirkendes Atmungsgift, so 


') Perger, D. Med. Wehschr. 1925, Nr. 17. 

*) Abraham u. Kahn, Diese Zs. Bd. 141, S. 161 (1924). 
*) Deuticke, ebenda Bd. 149, S. 259 (1925). 

*) Embden u. Jost, D. Med. Wehschr. 1925, Nr. 16. 


9* 


132 Hans Perger, 


daB — nach eigenen unveréffentlichten Untersuchungen — im 
Barecroftapparat nur voriibergehend ein gewisser Sauerstofi- 
verbrauch nachweisbar ist.‘) Lehnartz konnte ferner in einer 
Atmosphire von reinem Stickstoff oder Wasserstoff unter der 
Kinwirkung von Natriumfluorid in hoher Konzentration eine 
Lactacidogensynthese nachweisen.') Es darf demnach als er- 
wiesen gelten, daB diese Resynthese ohne nennenswerten Sauer- 
stoffverbrauch vor sich gehen kann. 

Wenn also keine oxydativen Prozesse als Energiequellen 
in Frage kommen, so ist es am nichstliegendsten, an hydro- 
lytische oder an Dehydrierungsvorginge zu denken. Im Methylen- 
blauversuch nach Thunberg trat bei m/50-Fluoridkonzen- 
tration zwar noch eine Entfairbung ein, wenn auch etwas ver- 
langsamt. Das bedeutet, da& trotz. Hemmung des Sauerstofi- 
verbrauches im Barcroftapparat die Dehydrierungsvorginge 
augenscheinlich weitergehen kénnen. 

Immerhin erschien es wiinschenswert, den EinfluB eines 
Kérpers auf die Synthese zu untersuchen, der den Sauerstofi- 
verbrauch mit Sicherheit hemmt, die Dehydrierung dagegen 
nicht beeinfluBt. Es ist von Ahlgren?) festgestellt, da Zu- 
gabe von Cyankali zu iiberlebender Froschmuskulatur, die Ent- 
firbungszeit des Methylenblau im Thunbergschen Versucli 
nicht veriindert. 

Ich setzte nach Art der beschriebenen [onenversuche eine 
Anzahl Versuche mit Skelett- und Herzmuskelbrei an, um die 
Wirkung von Cyankali auf die Lactacidogensynthese zu unter- 
suchen. Als Beispiel ist ein am Skelettmuskel von drei sehr 
frischen Herbstfréschen (Rana esculenta) angestellter Versuch 
in Tab. III wiedergegeben. 


Man kann in nahezu allen Bestimmungen ein deutliches 
Absinken der Phosphorsiure sowohl bei EKinwirkung von KCN 
als auch von NaCN feststellen. Die Einwirkung der Natrium- 
verbindung ist teilweise, besonders unter Beigabe von 0,4°), 


') Vgl. Embden im Handb. d. norm. u. pathol. Physiologie Bd. 8, 
S. 481 (1925). 
*) Ahlgren, Skand. Arch. f. Physiol., Suppl. zu Bd. 47, 1925. 
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Glykogen deutlich starker. Die Zugabe von Glykogen hat 
hier, wie haufig beobachtet, eine syntheseverstirkende Wirkung 
sehabt. 
Tabelle III. 
Versuch 23. 26. X. 1925. 














Sofort Mit Glykogen 0,4°/, Ohne Glykogen 
yvor- - ree eee 
handene KCN KCN 
Phosphor- —S : aa 
saure m/10 m/100 | m/1000 m/10 m/100  m/1000 
0,354 °/, | 0,272 °/, | 0,816 %/, | 0,319 /, | 0,294°/, 0,277°/, | 0,373 %/, 
NaCN NaCN 
0,277 °/, | 0,292°/, 0,291 °/, | 0,280, | 0,315 °/, | 0,391 9%, 








In weiteren Versuchen, in denen das KCN-Optimum fiir 
die Synthese gesucht wurde, und die Konzentrationen in GréBen 
zwischen m/2 bis m/128 variierte, ergab sich, daB das Optimum 
etwa bei m/50 liegt. Bei vergleichenden Untersuchungen der 
Wirkung von KCN und NaF in gleichen Konzentrationen ergab 
sich durchgehends eine bessere Wirkung bei Fluorid, durch 
eine Kombination beider konnte, insbesondere bei den schwiche- 
ren Fluoridkonzentrationen (Natriumfluorid m/100 und m/1000) 
ein erhéhtes Verschwinden von Phosphorsiure nach Hinzu- 
fiigen von KCN m/100 und m/1000 erzielt werden. 

Grundsiitzlich also ist die Wirkung von Cyankali der des 
Fluorid gleich. Es sind also nicht ausschlieBlich oxydative 
Vorginge, die als Energiequellen fiir diese Lactacidogensynthese 
in Frage kommen. 

In den Arbeiten aus dem Frankfurter Institut findet man 
immer wieder die Beobachtung, daB Glykogen oder auch Weizen- 
stirke in der Lage ist, die ional bedingte Synthese betracht- 
lich zu verstiirken. Diese verbessernde Wirkung von Glykogen 
wird damit erklirt, daB man dem Muskelbrei Aufbausubstanz 
in ausgiebiger Menge zur Verfiigung stellt. 

In anderen Arbeiten im hiesigen Institut, die sich mit 
der Frage der Arbeitsleistung des Herzens unter Sauerstoff- 
abschluB beschiftigten, hatte sich eine kontraktionsverbessernde 
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Wirkung durch Alanin feststellen lassen. Im Zusammenhang 
mit dieser Beobachtung wurde zur Klarung der Frage nach 
der Energiequelle fiir die Veresterung auch in meinen Ver- 
suchen Glykogen durch Alanin ersetzt. 

Glykogen ist nach zahlreichen bekannten Untersuchungen 
in der Lage, auf die Abspaltung der Phosphorsiure im Muskel- 
brei auch ohne Jonenzusatz hemmend einzuwirken. Alanin 
hat diese Fahigkeit nach meinen Untersuchungen nicht. Um so 
erstaunlicher ist es, daB trotz des uneingeschrankten Spaltungs- 
vermégens sich bei Zugabe von Alanin fiir das Verschwinden 
der Phosphorsiure unter Natriumfluoridwirkung in den be- 
kannten Konzentrationen Werte finden lieBen, die die bei 
Glykogen erzielten gelegentlich erreichten, durchgehends aber 
niedriger waren, als die in reinem Bicarbonatfluoridsystem ge- 
fundenen. Die Starke dieser Alaninwirkung diirfte in einem 
Zusammenhang mit der Frische des verwandten Materials 
stehen, denn bei gealtertem Material, d. i. in einem Muskel- 
brei, der 2 Stunden bei Zimmertemperatur in der feuchten 
Kammer gestanden hat, laBt sich die Fluoridsynthese nur 
durch Glykogen verstirken. 

Ks zeigt sich also, daB ein Stoff, der mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit nicht unmittelbar zum Lactacidogenaufbau ver- 
wandt werden kann, in &hnlicher Weise férdernd auf die Lact- 
acidogensynthese einwirken kann, wie das Glykogen. 

Wir haben Alanin im Sinne Thunbergs als Donatorsub- 
stanz aufzufassen. Es muB die Frage auftauchen, ob die giinstige 
Wirkung des Alanin auf die Synthese vielleicht in Dehydrie- 
rungsvorgiingen zu suchen ist, und damit erschien es wichtig 
festzustellen, ob dem Methylenblau eine Wirkung in diesem 
canzen GleichgewichtsprozeB zugebilligt werden miiBte. 

Kingehende Voruntersuchungen methodischer Art haben 
den Nachweis geliefert, da8 Methylenblau an sich den Lact- 
acidogenwechsel nicht stért und auch die Genauigkeit der 
Phosphorsiurebestimmung nicht beeintrachtigt, da es bei dem 
ProzeB der Schenckschen Kiweiffallung (Salzsiure—Sublimat) 
quantitativ ausgefallt wird. 

Wir haben eine groBe Anzahl von Versuchen mit Skelett- 
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und Herzmuskelbrei angesetzt, nahezu in allen Kombinationen, 
die in der vorliegenden Arbeit erwiihnt sind, ohne den Einflub 
des Methylenblau auf die Synthese in einer bestimmten Rich- 
tung, also in hemmender oder verstiirkender Hinsicht, eindeutig 
kliiren zu kénnen. Es mu aber mit Nachdruck betont werden, 
daB die Werte, die bei Zugabe von Methylenblau erzielt wurden, 
immer von den Vergleichsbestimmungen differierten. Es scheint, 
als ob die Konzentration des Methylenblau von ausschlaggeben- 
der Bedeutung ist, eine Frage, deren Kliirung spiiteren Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben soll. 


Zusammenfassung. 


1. Bei zweistiindigem Stehen eines aus einem frischen 
Kalt- oder Warmbliiterherzen hergestellten Breies bei 38—40” 
in 2°/, Bicarbonatlésung spaltet sich Phosphorsiure ab, die 
wir — wenigstens zum weitaus gréBten Teil — als Lactacidogen- 
Phosphorsiure anzusehen haben. 

2. Die Menge dieser Lactacidogen-Pliosphorsiure wird ge- 
ringer, wenn das Herz (Schildkréte) vorher extra situm ohne 
neues Nihrmaterial langere Zeit geschlagen hat. 

3. Herzmuskelbrei aus dem frisch verarbeiteten Herzen 
gesunder Hunde hat die Fahigkeit, unter Zugabe von Fluorid 
anorganische Phosphorsiiure zum Verschwinden zu _bringen. 
Herzen von kranken Tieren besitzen diese Eigenschaft in 
wesentlich verringertem MaBe. 

4. Cyankali bringt in Herz- oder Skelettmuskelbrei Phos- 
phorsiure zum Verschwinden und vermag eine durch Natrium- 
iluorid erzielte Lactacidogensynthese deutlich zu verstiirken. 

5. Die Verstirkung der ional bedingten Lactacidogen- 
synthese mittels Glykogen kann im frischen Brei in nahezu 
gleich groBem Ausmae hiufig auch durch Alanin erreicht 
werden. 

6. Methylenblau hat in der iblichen Versuchsanordnung 
einen noch ungeklarten Kinflu8 auf den SyntheseprozeB. 








Uber das sogenannte ,,Pinnaglobin“. 


Von 


M. Henze. 


ee 


(Aus dem medizinisch-chemischen Universititslaboratorium, Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, November 1926.) 


Im Jahre 1892 machte Griffiths*) die Mitteilung, daB in 
dem braunen Blut der groBen Steckmuschel Pinna squamosa ein 
manganhaltiger EKiwei8kérper vorkomme, der respiratorische 
Kigenschaften habe. Dieses sogenannte Pinnaglobin wire also 
ein Analogon des Himoglobins oder des kupferhaltigen Hiimo- 
cyanins. 100g des Pinnaglobins sollen 162 ¢g Sauerstoff zu 
binden vermégen, wobei ein tiefbrauner Farbenumschlag zu 
beobachten sei. 

Zu der folgenden kurzen Notiz entschlieBen wir uns nur, 
weil das Pinnaglobin immer wieder, auch in den allerneuesten 
Handbiichern figuriert, z. B. in Abderhaldens Handbuch als 
auch Lehrbuch; in Wintersteins Handbuch; in Pryde, Recent 
Advances of Biochemistry; Lambling, Précis de Biochemie usw. 

Schon durch die Untersuchungen Wintersteins?) schien 
die Behauptung Griffiths mehr als zweifelhaft, da Winter- 
stein nicht imstande war, Sauerstoffbindung des Blutes festzu- 
stellen. Wir kiénnen dieses negative Resultat nur bestiitigen. 

Unseres Erachtens wurde ein fundamentaler Irrtum be- 
gangen, indem die untersuchte Fliissigkeit iiberhaupt nicht als 
Blut zu bezeichnen ist. Bei genauer Beobachtung eines der 





') Griffiths, Sur la composition de la pinnaglobine, une nouvelle 
globuline, C. R. Bd. 114, 8. 840 (1892). 

*) Winterstein, Zur Kenntnis der Blutgase wirbelloser Seetiere, 
Biochem. Zs. Bd. 19, S. 884 (1909). 
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gyéBeren GefaBe sieht man darin nichts von einer braunen 
Flissigkeit. Die braune Flissigkeit, die angeblich dem Herzen 
entnommen wurde, diirfte aus dem Pericard stammen, was 
selbst wieder in engster morphologischer Beziehung zu den 
Nephriedien steht. Auf die komplizierten morphologischen 
Verhiltnisse kann hier einstweilen nicht eingegangen werden. 

Es seien nun die ersten vorliufigen Beobachtungen!) an 
dieser Pericardialfliissigkeit mitgeteilt, in der also das Pinna- 
slobin zu finden sein miBte. 

Wie erwibnt, nimmt die Fliissigkeit keinen Sauerstoff auf, 
ebensowenig ist eine Farbanderung beim Zutritt von Luft oder 
beim Evakuieren zu bemerken. Die Reaktion ist schwach 
alkalisch. Es lift sich kein EiweiB oder héchstens eine mini- 
male Spur nachweisen. Beim Verdampfeu und nachherigem 
Veraschen bleiben anorganische Salze zuriick. Die Asche gibt 
jedoch eine einwandfreie Manganreaktion (Oxydationsschmelze 
usw.). Der Trockenriickstand der Fiiissigkeit zeigt bei trockner 
Destillation eine Pyrrolreaktion. Beim Erwirmen der braunen 
Fliissigkeit tritt ein charakteristischer Geruch auf. Zusatz von 
Siure oder Alkali verursachen keine sichtbaren Verinderungen. 
Ather extrahiert keinen Farbstoff. Alkohol fallt die genuine 
Flissigkeit nicht, trocknet man dagegen im Vakuum villig ein, 
so lést absoluter Alkohol den braunen Riickstand nicht wieder 
auf, wihrend Wasser ihn vollkommen wieder in Lésung bringt. 

Das eigentliche Pigment isolierten wir bisher in der 
Weise, da& wir die aus dem Pericard vorsichtig mit einer 
Pipette entnommene braune Fliissigkeit?) mit der 3—4fachen 
Menge Aceton versetzten, wodurch das ganze Pigment als 
dunkelbraune Schmiere ausfallt; die iiberstehende Fliissigkeit 
wird nahezu vollig farblos. Das so gefallte Pigment ist un- 
léslich in Alkohol, und wird zur Reinigung noch einigemal aus 
Wasser und Aceton umgefillt. Zuletzt wurde es im Vakuum 
getrocknet. Zur Krystallisation konnten wir es bisher nicht 
bringen. Im Kjeldahlkolben zersetzt, scheidet das Pigment 


a ee —_ 


') Die Beobachtungen wurden bereits 1914 in der zoologischen Station 
in Neapel gemacht und konnten bisher nicht fortgesetzt werden. 
") GroBe Tiere liefern bis zu etwa 10 ccm. 
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reichlich Kohle ab. Beim Kochen mit 12°/,iger Salzsiiure 
firbt es sich dunkel; destilliert man ab, so laBt sich im 
Destillat kein Furfurol nachweisen. Nach Kochen des Pigments 
mit verdiinnter Salzsiure tritt keine Reduktion ein. 

Um an Substanz zu sparen, vereinigten wir eine N-Be- 
stimmung nach Kjeldahl mit einer titrimetrischen Mangan- 
bestimmung, indem wir nach Abdestillieren des Ammoniaks 
die Fliissigkeit im Kolben mit Schwefelsiure nahezu neutrali- 
sierten und die suspendierten Manganfléckchen quantitatiy 
abfiltrierten, das Filter verbrannten und den Riickstand in 
Salpetersiure lésten und das Mangan nach Oxydation mit Per- 
sulfat unter Zusatz von AgNO, (nach Smith) mit n/10-As,0, 
titrierten. 

Ks wurden zwei unabhiingig voneinander dargestellte Prii- 
parate analysiert: 

I. 0,2896 g (bei 100° getrocknet): 
Kjeldahl: verbraucht 8,00 cem n/10-HCl = 0,0112 g N. 
Mn-Bestimmung: verbraucht 0,25 ccm n/10-As,0O, = 0,0012 g Mn. 
N-Gehalt = 3,8°/, 
Mn-Gehalt = 0,49°/,. 
IT. 0,5052 g (bei 100° getrocknet): 
Kjeldahl: verbraucht 18,80 cem n/10-HCl = 0,0198 g N. 
Mn-Bestimmung: verbraucht 9,59 cem n/10-As,0, = 0,0032 ¢ Mn. 
N-Gehalt = 3,8 °/, 
Mn-Gehalt = 0,6°/,. 
Die héhere Zahl fiir den Mn-Gehalt diirfte die richtigere sein. 


SchluBfolgerung. 


Die von Griffiths bei Pinna squamosa als Blut an- 
gesprochene Flissigkeit ist de facto die Pericardialfliissigkeit. 
Ks la8t sich daraus ein Pigment isolieren, das weder ein Ki- 
weibkirper (nur 3,8°/, N) ist, noch respiratorische EHigen- 
schaften hat, aber rund 0,6°/, Mangan in fester Bindung 
enthilt. Das Pinnaglobin existiert nicht. 
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Zur Frage der Spezifitat der Fermente. 
Von 
S. Kostytschew. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. November 1925.) 


Meine kurze Mitteilung iiber die Nichtexistenz einiger 
Kermente!) gab verschiedenen Forschern Veranlassung, ihre 
Ansichten tiber das chemische Wesen der Fermente zu fiuBern. 


Ks wurden in dieser Zeitschrift die Aufsitze von C. Neuberg’) 
und A. J. Kluyver’) veréffentlicht; auBerdem erhielt ich eine 


Anzahl von Privatbriefen iiber meine Auffassung des Ferment- 
) 

problems. Das meinen Auseinandersetzungen gewidmete Inter- 

esse zeigt wohl, daB, entgegen der Ansicht Neubergs*) es 


gerade jetzt der passende Moment ist fir einen Warnungsruf 


gegen die heutzutage obwaltende uneingeschrinkte ,,Produktion“ 
der neuen Fermente. Nun bin ich gendtigt, zum letztenmal 


meinen Gesichtspunkt eingehend zu prizisieren, da die un- 


richtige Interpretation meiner Ansicht, die Neuberg neulich 
veroffentlicht hat, eine Veranlassung zu verschiedenen Mib- 
verstiindnissen geben kann. Die nun folgende Auseinander- 


setzung ist zugleich eine Beantwortung einiger an mich in 
_Privatbriefen gerichteten Fragen. 


Der polemische Aufsatz Neubergs ist in einem aufgeregten 


Sul verfaBt worden; hierdurch sind vielleicht auch die persén- 
lichen Ausfalle erklirlich, die besser ausgeblieben wiiren. Es 
_ wurde zuletzt selbst der ungliickselige dinische Prinz von N. 


) S. Kostytschew, Diese Zs. Bd. 154, 5S. 262 (1926). 
C. Neuberg, Diese Zs. Bd. 157, S. 299 (1926). 
A. J. Kluyver, Diese Zs. Bd. 158, S. 111 (1926). 


) 
) 
" 
) Ava. O. 
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in Mitleidenschaft gezogen, um mich gehérig zu verhéhnen, 
Uber alle diese Auslassungen ohne Arger hinwegsehend, gel 
ich sofort zum Sachlichen iiber. 

Der wichtigste Punkt ist folgender: Bereits auf der ersten 
Seite seiner Schrift aubert sich N. dahin, daB ich die Spezi- 
fitiit der Fermente bekimpfe. Dies wird auf den nachfolgenden 
Seiten mehrmals wiederholt und perhorresciert. Die Wider- 
legung dieser These bildet eigentlich den Kern der Neuberg- 
schen Mitteilung. Nun betone ich ausdriicklich, daB es mir 
nie eingefallen war, die Spezifitit der Fermentwirkungen ii 
allgemeinen zu bezweifeln. Gerade im Gegenteil! Ich be- 
trachte die Spezifitiit als ein Wahrzeichen der Fermente: lassen 
wir den Begriff der Spezifitit fallen, so wird hierdurch die 
Existenz der Fermente iiberhaupt als problematisch erkliirt. 
Wohl habe ich dagegen die Ansicht entwickelt, daB der Be- 
oriff der Spezifitiit oft nicht klar formuliert wird. Dies ist, 
meiner Meinung nach, die erste Ursache der Auffindung neuer 
Fermente, deren tatsiichliche Existenz als héchst problematiscl: 
erscheint. Die andere Ursache besteht darin, daB die Methodik 
der Fermentforschung in einigen Beziehungen veraltet und 
unzureichend geworden ist. Nun sind diese Mingel der metho- 
dischen Seite der Fermentforschung in weiten Kreisen un- 
geniigend beachtet worden; infolgedessen kommen die veralteten 
Methoden der Identifizierung der einzelnen Fermente noc! 
immer in Anwendung. Als eine Illustration dazu habe ich 
die von Neuberg beschriebenen Hefefermente angefiihrt. 

Die wohlbekannte Analogie mit SchloB und Schliissel, 
die Neuberg als ,,eine prignante Ausdrucksweise“ bezeichnet, 
halte ich nur fiir die Epoche treffend, wo die genannte Ana- 
logie zuerst ausgesprochen und der allgemeine Begriff der 
Fermente erst geschaffen wurde. Heutzutage ist es, meiner 


Ansicht nach, nicht mehr méglich, den Fermentbegriff aut 


Analogien zu begriinden, die auf verschiedenartige Weise ge- 
deutet werden kénnen. So ist die Neubergsche Deutung 
dieser Analogie, die mit meiner Auffassung im wesentlichen 
iibereinstimmt, keine Wiedergabe der allgemein verbreiteten 
Ansicht iiber die Spezifitat der Fermente. Ich verbleibe daher 
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auf dem Standpunkte, daB ,Schlo& und Schliissel“ durch ein- 
deutige, experimentell begriindete chemische Begriffe ersetzt 
werden miissen. DaB die mit einer chemischen Definition der 
Spezifitit der Fermentwirkungen zusammenhiingenden Fragen 
nicht so einfach sind, wie sie sich Neuberg vorstellt, zeigt u. a. 
die von Kiesel?) und namentlich von Edlbacher und Bonem?) 
beschriebene eigenartige Spezifitit der Arginase. Es ist zu 
heachten, daB die Analogie von ,SchloB und Schliissel“ oder 
yon ,,Schraube und Gewinde“ im Sinne Neubergs zu der- 
artigen Fallen unbrauchbar ist. 

Ist es nétig, niher zu beweisen, daB ein Vorschlag, obige 
Analogie durch eine chemische Definition zu ersetzen, kein 
Bekiimpfen der Spezifitiit der Fermente ist? Ist doch die 
Spezifitat vieler Hydrolasen zweifellos. So hindert uns der 
Umstand, daB Invertase sowohl Rohrzucker als Raffinose hydro- 
lysiert, nicht im geringsten daran, von einer ausgesprochenen 
spezifischen Wirkung des genannten Fermentes zu sprechen. 
Hier sind nimlich die Bedingungen der Fermentwirkung ge- 
niigend klargelegt worden. Und die Carboligase?... 

In diesem Zusammenhange will ich noch ein anderes Mib- 
verstiindnis beseitigen. Neuberg sagt, daB ich folgendes be- 
haupte: die beiden Glucosicasen sollen meiner Ansicht nach 
von der raiumlichen Verteilung der Atome im ungleichen Grade 
abhingen. Davon habe ich nicht gesprochen und die beiden 
Glucosidasen in der genannten Beziehung nicht verglichen. Es 
war nur von der Kinwirkung verschiedener Stoffe auf die «- 
Glucosidase die Rede. Die ,,schlagende Widerlegung“ war hier 
also unndtig. Uberhaupt habe ich, entgegen den AuBerungen 
Neubergs, nichts behauptet, sondern vieles bezweifelt 
(die Annahme, daB Zymase ein einheitliches Ferment ist, stellt 
freilich keine Behauptung, sondern eine Arbeitshypothese dar). 

Was nun das chemische Wesen der Fermente betrifit, 
so halte ich alle Polemik Neubergs iiber diesen Gegenstand 
fiir ein Wortgefecht. Vor allem halte ich es aber fir unstatt- 
haft, in theoretischen Fragen zu ,,hoffen. Wenn also N. mich 


') A. Kiesel, Diese Zs. Bd. 118, S. 284 (1922). 
”) S. Edlbacher und P. Bonem, Diese Zs. Bd. 145, S. 69 (1925). 
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mit der ,,Hoffnung“ anbindet, eine Beseitigung oder Einschriin. | 
kung des Fermentbegriffs zu erzielen, so ist es seine eigene | 


Kntdeckung, fiir die ich nicht verantwortlich bin. Ich habe 
mich zwar dahin ausgesprochen, daB ich die Fermente im all- 
gemeinen eher als heterogene Systeme betrachte, sollte es je- 
doch v. Kuler, Willstatter oder anderen Forschern gelingen, 
einen einheitlichen Stoff mit Fermenteigenschaften zu isolieren, 
so wiirde ich diese groBe Entdeckung mit aufrichtiger Freude 
begriiben, ohne mich dariiber zu kiimmern, daB ich eine andere 
Ansicht iiber das chemische Wesen der Fermente fiir die wali- 
scheinlichere hielt. Theorien sind eben nur Theorien. 

So lange aber eine endgiiltige Lésung des Fermentproblem: 
noch nicht erreicht ist, hieBe es Dogmatismus, eine den Tat- 
sachen nicht widersprechende Theorie zu verpénen. Bisher 
sind noch keine Tatsachen hervorgebracht worden, die zur 
Annahme zwingen, da& Fermente einheitliche chemische 
Kérper sind. Ein heterogenes System kénnte ja aus nicht 
, trivialen“, und zwar aus asymmetrischen Komplexen zusammen- 
gefiigt sein. 

Ganz eigenartig behandelt N. die Frage der Spezifitit der 
von ihm beschriebenen Hefefermente. Er scheint auf dem 
Standpunkte zu stehen, daf nicht er selbst, sondern seine 
Kritiker den Nachweis dafiir liefern sollen, daB von den ver- 
schiedenen modglichen Deutungen seiner Beweisgriinde nur die 
eine Deutung dem wahren Sachverhalte entspricht. Dies tritt 
besonders deutlich hervor bei der Besprechung meiner EKinwiinde 
gegen seine Girungstheorie. Er wirft mir vor, daB ich das 
Prinzip des einseitigen oder bevorzugten Reaktionsverlau!s 
auBer acht lasse. Anstatt diese Regel, die, wie er selbst zu- 
gibt, in jedem Leitfaden der Elementarchemie geniigend er- 
liutert wird, durch unziahlige Beispiele zu beweisen, sollte doch 
N. in Erwigung ziehen, daB es theoretisch unbegreiflich ist, 
weshalb beim Zusammentreffen von Methylglyoxal und Acet- 
aldehyd der einseitige Reaktionsverlauf unter Bildung von Brenz- 
traubensiiure und Athylalkohol, den seine Theorie verlangt, 
eingeschlagen werden mubB. 

Ks ist einleuchtend, daB hier weder das Heranziehen der 
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tautomeren Formen des Methylglyoxals, noch der Hinweis darauf, 
daB Zwischenprodukte keine chemischen Kérper, sondern un- 
gesittigte Komplexe darstellen, einen Ausweg gestattet, denn 
schwerwiegende Griinde sprechen gegen den einseitigen Ver- 
lauf der Reaktion im obigen Sinne. Diese Griinde sind: 

1. Der von Nord!) experimentell erbrachte Nachweis 
davon, daB die Cannizzarosche Reaktion bei einem Aldehyd- 
paar nicht einseitig verliuft. Es ist wahrlich gewagt, sich auf 
die Kinzelheiten dieser Arbeit zu berufen, wie es N. tut, indes 
die Hauptergebnisse fiir seine Theorie vernichtend sind. 

2. Die ebenfalls experimentell festgestellte Tatsache, dab 
Hefe namentlich den Acetaldehyd im Sinne der ,.einfachen“ 
Cannizzaroschen Reaktion dismutiert. 

3. Die Tatsache, daB Methylglyoxal zu den normalen 
Giirungsprodukten nicht verarbeitet wird. 

Ks ist also ersichtlich, daB N. selbst dem ,,souveriin be- 
herrschenden Prinzip“ nicht Rechnung getragen hat, weshalb 
auch seine Theorie gegeniiber den ihr widersprechenden 'T'at- 
sachen hilflos ist. 

In betreff der Hefefermente betone ich also nochmals 
folgendes: Ich behaupte nicht, da8& Reduktase, Carboxylase, 
Carboligase und gar Katalase keine Fermente sind, weise aber 
darauf hin, daB ihre Fermentnatur ungeniigend bewiesen ist. 
Gleichfalls behaupte ich nicht, daB die genannten Faktoren 
keine selbstiindigen spezifischen Fermente sind, halte aber das 
Gegenteil fiir wahrscheinlicher. Das von mir angefiihrte Schema 
der Wasserstoffwanderung hat eben den Zweck zu zeigen, daB 
die Annahme einer einheitlichen Zymase mindestens ebenso 
wahrscheinlich ist, als die Annahme der Existenz mehrerer 
Girungsfermente. 

DaB ich dieses Schema als ,neu“ bezeichne, ist wiederum 
eine Entdeckung Neubergs?”): ich habe es nicht gesagt. Ebenso 
unrichtig ist die Bemerkung Neubergs, daB er dieses Schema 
Im Gegensatz zu Kostytschew mit dem Literaturzitat“ 


8 
) F. F. Nord, Biochem. Zs. Bd. 106, S. 275 (1920). 
*) A. a. O. S. 313. 
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iibernommen hat. Es besteht hier kein Gegensatz, denn ich 
habe dieses Schema ebenfalls mit dem Zitat tibernommen, nur 
habe ich nicht Meerwein, sondern Faworsky zitiert, der genau 
dieselben Gedanken 30 Jahre vor Meerwein entwickelte. 

Obige erstaunlichen Ungenauigkeiten zeigen, daB N. meine 
Mitteilung zum mindesten nicht aufmerksam gelesen hat. Ich 
ersuche daher alle sich mit der Sache Interessierenden, meine 
Ansichten nur auf Grund meiner eigenen Mitteilungen zu be- 
urteilen. Was nun den allgemeinen Vorwurf Neubergs an- 
belangt, daB ich eine ungeniigende Anzahl von Zitaten anfiihre, 
so bewihrt sich hier sehr gut der alte Spruch: ,,Medice, cura 
te ipsum“. 

Ich gebe allerdings gerne zu, daB ich die Mitteilung von 
Kluyver und Donker’) in meinem eigenen Interesse zitiere: 
miiBte. Leider habe ich diese in einer weder chemischen, 
noch physiologischen Zeitschrift veréffentlichte interessante 
Mitteilung erst nach der Drucklegung meines Aufsatzes iiber 
die Nichtexistenz einiger Fermente gelesen. Die Verfasser 
weisen ausdriicklich darauf hin, daB viele Girungs- und Atmungs- 
fermente allem Anscheine nach nicht existieren. 

Ich will nur gleich bemerken, da ich auch nach dem 
Krscheinen dieser Mitteilung von K. und D. die Ansicht nicht 
verindert habe, daB am Atmungsprozesse auBer den Girungs- 
fermenten noch andere Fermente beteiligt sind. AuBerdem 
betrachte ich die Zymase als ein Wasserstoffatome und ein- 
wertige Komplexe verschiebendes Ferment. Dieser Begriff ist 
nicht ganz identisch mit demjenigen einer Oxydoreduktase. 
Diese Uneinigkeiten sind aber fiir die uns hier interessierende 
Frage von geringfiigiger Bedeutung; Hauptsache ist, da K. 
und D. in gleicher Weise wie ich, und zwar noch friiher, eine 
Revision der Fermentliste verlangt haben. In dieser Beziehung 
ist Kinigkeit zwischen mehrerern Forschern besonders wichtig, 
haben wir doch eben gesehen, daf z. B. Neuberg auf dem 
Gebiete der Fermentforschung keine Anomalien erblickt uni 
die alten Wege nicht zu verlassen gedenkt. 





') A. J. Kluyver u. H. J. L. Donker, Proc. of the Royal Acad. 
of Amsterdam Bd. 28, S. 605 (1925). 
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Zur Methodik 
meiner colorimetrischen Blutzuckerbestimmung.’) 


Von 


B. Glassmann aus Odessa. 


(Aus dem wissenschaftlichen Privatlaboratorium des Verfassers.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. November 1926.) 


Kine weitere Untersuchung betreffend die Beziehungen 
zwischen der Konzentration von Glykoselésungen und der 
Farbungsintensitat des beim Erhitzen entstehenden Gemisches 
von Anhydrodiglykoseresorcin + Resorcin + Salzsiure  ergab, 
daB die meisten im Handel vorkommenden Resorcinpriparate 
schon beim Erhitzen fiir sich mit Salzséiure (2 ccm 1°/ ige 
Resorcinlésung + 4 com 25°/,ige Salzsiure 1 Stunde in sieden- 
dem Wasserbade) mehr oder weniger gelblich gefairbte und 
nicht farblose Lésungen liefern (im Gegensatz zu einem Kahl- 
baumschen Praparat, welches ich bei meinen ersten zwei 
Arbeiten”) anwandte).’) 

Diese Kigenfarbung des Resorcins beeinfluft nun die Ana- 
lysenergebnisse in gesetzmiBiger Weise, so da8 es durch 
eine einfache Rechnungsoperation méglich ist, die Colorimeter- 
werte in korrekte Beziehung zu den entsprechenden Glykose- 
konzentrationen zu bringen, wie das aus meinen Belegen folgt. 

Man vergleiche colorimetrisch in beschriebener Weise‘) 
mit der fiir die Zuckerbestimmung dienenden 1°/, igen Resorcin- 


eee 


1) Diese Zs. Bd. 150, S. 16 (1925). 
*) A. a. O. und Diese Zs. Bd. 158, S. 113 (1926). 
*) Ein zweites Priparat bezeichnet als ,,zur Analyse“ gab ebenfalls 
eine gefirbte Lésung. 
*) A. a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXII. 10 
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lésung eine 0,1°/,ige und 0,2°/,ige Glykoselésung. Es sei der 
Colorimeterstand der ersten Lésung = 6 ccm und der der 
zweiten = nicht 12, sondern beispielsweise 9 ccm. Die Diffe- 
renz beider Colorimeterwerte, addiert zu dem gréBeren Wert, 
ergibt den ihm entsprechenden Zuckerwert in Kubikzentimetern 
des Colorimeters: 
9-6=3, 9+3=12 und 
0,1:0,2 = 6:12. 

Hat man z. B. bei einer Blutzuckerbestimmung eine 
0,2°/,ige Glykosestandardlésung gewahlt und findet beim colori- 
metrischen Vergleich fiir die Blutzuckerlésung 10 ccm (Colori- 
meterstand) und fiir die Standardlésung 6 ccm, so ergibt sich 
die Konzentration der betreffenden Blutzuckerlésung in folgender 


Weise: 
10-6=4, 10+4=14, 


6:14 = 0,2:x, x = 0,47". 


Analytische Belege. 


In beschriebener Weise wurde von mir eine Reihe von 
Glykoselésungen paarweise miteinander verglichen: 


Nr, 1. 
— °/, Glykoselésung = 6 ccm (Colorimeterstand) 
0,10°/, 9 =9 5 ” 
9-6=3, 9+3=12, 0,05:01 =6:12 


Nr. 2. 
8 °/, Glykoselésung = 6 cem (Colorimeterstand) 
0,2°/, ” =9 ,, ” 


9-~6=8, 9+3=12, 0,1:02=6:12 


Nr. 3. 
ine °/, Glykoselésung = 6,2 ecm (Colorimeterstand) 
0,4°/, ” = 9,7 ” 
9,7—62=3,5, 9,7 + 3,5 = 18,2 


0,2 «13,2 
6,2 





= 0,426°/, anstatt 0,4°/, 


i 
i 
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Nr. 4. 
Bes °/, Glykoselésung = 6,3 ecm (Colorimeterstand) 
0,25°/, ” = 70 ,, ” 
7,0 -—6,3=0,7, 7,0 +0,7 = 7,2 
0,2 - 7,7 
—_)_ = 0,244°/, anstatt 0,25°/, 
6,3 
Nr. 5. 
{0,14°/, Glykoselésung = 6 cem (Colorimeterstand) 
10,40°/, ” =11,1 ,, ” 


1141—6=5,1, 11,1 +5,1 = 16,2 
0,14 - 16,2 
6 





= 0,377°/) anstatt 0,4°/, 


Diese Berechnungsweise der Colorimeterwerte gilt fiir eine 
jegliche Resorcinlésung fiir den Fall, daB sie bei der erwahnten 
Priifung mit einer 0,1 und 0,2°/,igen Glykoselésung keine ge- 
naue Proportionalitit der Farbendifferenzen aufweist. 


10* 








Berichtigung 
zu meiner volumetrischen Harnstoffbestimmung. 
Von 
B. Glassmann aus Odessa. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. November 1926.) 


Die Quecksilbernitratlésung wird nach dem Verjagen der 
Stickoxyddimpfe zuniichst auf dem Wasserbade, sodann so 
lange gekocht, bis eine herausgenommene Probe in verdiinnter 
Kochsalzlésung keine Triibung mehr hervorruft (Quecksilber- 


chloriir),;d.h. bis alles Mercuronitrat in Mercurinitrat ver- 
wandelt ist. 
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